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Introduzione 
 
 
 
Alcool Storia Antica. 
Con il termine alcool si definisce comunemente l’alcool etilico, o etanolo (EtOH), 
che si presenta come una sostanza liquida, incolore e che si forma per fermentazione di 
alcuni zuccheri semplici o per distillazione del mosto fermentato. L’EtOH, costituisce la 
principale componente psicoattiva delle bevande alcooliche: esso è infatti in grado di agire 
sul sistema nervoso centrale e di alterare di conseguenza gli stati di coscienza. Non a caso 
infatti, quando si parla di gradazione di una bevanda, si fa riferimento alla percentuale di 
EtOH in essa contenuta. A seconda dei vari periodi storici esso è stato infatti considerato: 
cibo, fonte di vita, rimedio medico, oggetto di riti di iniziazione, simbolo di trasgressione e 
infine bevanda intossicante. La varietà di questi significati dipende probabilmente dai suoi 
effetti: l’alcool riesce contemporaneamente a far sentire forti e ad indebolire le persone. 
Per quanto riguarda la sua diffusione nella storia bisogna ricordare che inizialmente le 
bevande alcooliche venivano utilizzate solo dalle classi più abbienti per poi diffondersi a 
tutti i ceti sociali ed infine essere concessa anche alle donne. L’alcool è conosciuto da 
tempi antichissimi è da sempre considerato una sostanza prelibata, stupefacente e nutritiva: 
è probabile che già i coltivatori e i cacciatori della preistoria conoscessero gli effetti 
stupefacenti dei frutti fermentati. Sicuramente gli antichi egizi conoscevano già la birra ed 
il vino.  Gli antichi Greci adoravano Dionisio, il Dio del vino e dell’ebbrezza. Gli antichi 
romani preferivano la degustazione continua, ma moderata. Il cristianesimo fece del vino 
un sacramento,  simbolizzando il sangue del redentore ed è parte integrante della 
comunione. 
L’etimologia della parola è a tutt'oggi dibattuta, alcuni la riferiscono al termine arabo “al-
kukhul”, che tradotto letteralmente significa “lo spirito”, altri come “spirito” in riferimento 
ai primi processi di distillazione compiuti in Medio Oriente nel II millennio AC, e lo stesso 
termine gaelico “wisk(e)y” avrebbe il significato di “acqua della vite”. 
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Nel Medioevo il bere fino al tracollo era un usanza normale in tutto il territorio tedesco. La 
birra veniva prodotta principalmente all'interno di monasteri. Prima che la patata si 
affermasse come alimento di base, nel Diciottesimo secolo, la birra era un elemento 
importante nell’alimentazione quotidiana. Nello stesso periodo ha avuto inizio la 
diffusione dei distillati in concomitanza col diffondersi di gravi malattie quali la peste. I 
medici prescrivevano infatti l’utilizzo di bevande ad altra gradazione alcoolica, per quanto 
risultassero un rimedio inefficace, in quanto la loro assunzione favoriva almeno una 
generica sensazione di calore e di benessere. La crescente produzione su scala industriale e 
la commercializzazione condusse, a partire dal Sedicesimo secolo, alla diffusione di liquori 
e grappe come potenti mezzi di evasione sociale.   
Alcool Storia Moderna. 
La Rivoluzione industriale si compì alle spese di una manovalanza estremamente sfruttata, 
che si anestetizzava e si nutriva a basso costo con distillati ad altissima gradazione. Da 
allora l’alcoolismo è considerato il flagello dei popoli. Già nel XVI secolo era infatti noto 
il detto ”Bacco uccide più gente che non le guerre” (Sebastian Frank). La dipendenza 
dall’alcool, il malessere e la miseria da esso originati fecero nascere un contro-movimento 
puritano degli astemi.  
 
Alcool Storia Contemporanea. 
Negli Stati Uniti d’America venne introdotto il proibizionismo e si tentò invano di 
prendere il controllo della situazione: il proibizionismo durò dal 1919 al 1933 e riuscì solo 
a produrre un incremento della criminalità organizzata. La maggior parte delle nazioni ha 
preferito il controllo sulla produzione e sulla vendita dell’alcool piuttosto che la sua 
proibizione, anche a causa degli altissimi proventi dalla tassazione sugli alcoolici.  
 
Alcool Storia Contemporanea - L’alcool e l’economia in Europa. 
L’Europa di oggi gioca un ruolo fondamentale nel mercato globale dell’alcool, agendo 
come la fonte di un quarto della produzione mondiale di alcool e di oltre la metà della 
produzione di vino. Il commercio è ancora più incentrato in Europa, con il 70% delle 
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esportazioni di alcool e poco meno della metà delle importazioni mondiali che coinvolgono 
l’Unione Europea (UE). Sebbene la maggior parte di questo commercio si svolga tra i 
paesi dell’UE, il commercio di alcool contribuisce per circa 9 miliardi di euro al bilancio 
delle merci dell’intera UE. 
Il ruolo economico dei produttori di bevande alcooliche è considerevole in molti paesi 
europei. Nell’UE a 15 paesi le tasse sull’alcool ammontavano a 25 miliardi di euro nel 
2001, escluse le tasse sulle vendite e altre tasse pagate all’interno della catena dell’offerta – 
sebbene 1.5 miliardi di euro vengono ritornati alla catena dell’offerta attraverso le Politiche 
Agricole Comunitarie. 
 
Alcool e Costume. 
Prima dello sviluppo di farmaci moderni, l’alcool utilizzato come una droga verità (come 
suggerito dal motto "In vino veritas"), suggerito come medicina per la depressione e come 
anestetico. Trova applicazione anche come disinfettante antibatterico per la pulizia delle 
mani (a una concentrazione volume / peso di circa il 62%), e come antisettico; l’EtOH 
denatura le proteine e dissolve i lipidi, pertanto risulta efficace contro la maggior parte dei 
batteri e funghi e molti virus, ma è inefficace contro le spore batteriche. 
È prevista persino una sua applicazione come antidoto per l'avvelenamento da parte di altri 
alcooli più tossici, in particolare, il  metanolo e il glicole etilenico; tale effetto dell'EtOH si 
basa sulla competizione con gli altri alcooli per uno stesso enzima, quale l'alcool 
deidrogenasi, impedendone quindi il metabolismo.  
Nei tempi moderni, l'EtOH è destinato anche a uso industriale e può essere prodotto anche 
da sottoprodotti della raffinazione del petrolio; il suo uso si è diffuso come base per altri 
composti organici che includono tra gli altri esteri etilici, etere etilico, acido acetico, 
ammine etiliche e, in misura minore, butadiene. Può essere presente anche in preparati 
quali profumi, vernici, tinture e alcuni tipi di deodoranti. Il ruolo economico dei produttori di 
bevande alcooliche è considerevole in molti paesi europei. Nell’UE a 15 Paesi (Austria, Belgio, 
Danimarca, Francia, Finlandia, Germania, Grecia, Irlanda, Italia, Lussemburgo, Olanda, Portogallo, 
Spagna, Svezia, e Regno Unito) le tasse sull’alcool ammontavano a 25 miliardi di euro nel 2001, 
escluse le tasse sulle vendite e altre tasse pagate all’interno della catena dell’offerta – sebbene 1.5 
miliardi di euro vengono restituiti alla catena dell’offerta attraverso le Politiche Agricole 
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Comunitarie. L’alcool è anche associato al numero di posti di lavoro con circa 750.000 posti nella 
produzione (principalmente vino). Altri posti di lavoro sono legati alla catena dell’offerta, ad 
esempio in locali o negozi. Sulla base degli studi esistenti, il totale dei costi tangibili nell’UE nel 
2003 era stimato in 125 miliardi di euro (da 79 a 220 miliardi di euro) che equivale all’1.3% del 
PIL e che si avvicina molto al valore recentemente attribuito al tabacco. I costi non tangibili 
mostrano il valore che le persone danno al dolore, alla sofferenza e alla perdita della vita a causa 
dei danni sociali, sanitari e quelli legati ad atti criminosi dovuti all’alcool. Nel 2003 questi costi 
sono stati stimati in 270 miliardi di euro, e gli stessi danni sono stati anche valutati in modi diversi 
con stime che vanno da 150 a 760 miliardi di euro. Oltre che essere una sostanza che provoca 
dipendenza, l’alcool è la causa di 60 diversi tipi di malattie e condizioni, quali incidenti, disordini 
mentali e comportamentali, problemi gastrointestinali, tumori, malattie cardiovascolari, problemi 
immunologici, malattie polmonari, malattie dello scheletro e muscolari, problemi dell’apparato 
riproduttivo e danni prenatali, che comprendono un aumento del rischio di nascite premature e 
sottopeso. Per alcune condizioni, come per la cardiomiopatia, per la sindrome da stress respiratorio, 
il danno sembra essere conseguente a livelli persistenti di elevati consumi alcoolici sebbene a 
elevati consumi, l’alcool incrementa il rischio e la severità di queste condizioni in modo dose-
dipendente. La frequenza e il volume di episodi di intossicazione (heavy drinking) sono di 
particolare importanza per l’aumento del rischio di incidenti e di alcune malattie cardiovascolari 
(malattie coronariche e infarti). 
 
Alcool Storia Contemporanea - L’impatto dell’alcool in Europa 
L’alcool pone un onere significativo su molti aspetti della vita degli individui in Europa, 
che possono essere genericamente descritti come “danni sanitari” e “danni sociali”. Sette 
milioni di adulti dichiarano di essere stati coinvolti in risse dopo aver bevuto nell’arco 
dell’ultimo anno e (sulla base di alcuni studi che analizzano i costi a livello nazionale) i 
costi economici degli atti criminali attribuibili all’alcool sono stati stimati in 33 miliardi di 
euro nell’UE nel 2003. Il costo è diviso tra polizia, tribunali e carceri (15 miliardi), spese 
per la prevenzione del crimine e costi assicurativi (12 miliardi) e danni alla proprietà (6 
miliardi). I danni alla proprietà causati dalla guida in stato di ebbrezza sono stati stimati in 
10 miliardi di euro, mentre i costi intangibili degli effetti fisici e psicologici dei crimini 
vengono valutati da 9 a 37 miliardi di euro (52 miliardi per i costi del crimini alcool-
attribuibili). L’alcool ha anche un impatto sulla famiglia, con il 16% degli abusi e 
dell’incuria nei confronti dei minori attribuiti al consumo di alcool, e tra i 4.7 milioni e i 
9.1 milioni di bambini vivono in famiglie con problemi alcoolcorrelati. Si stima che ogni 
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anno 23 milioni di persone siano alcooldipendenti, in un anno qualsiasi e le sofferenze 
causate ai membri delle famiglie rappresentano un costo intangibile di 68 miliardi di euro. 
Le stime del livello dei danni nei luoghi di lavoro sono più difficili, anche se quasi il 5% 
dei bevitori maschi e il 2% delle donne nell’UE a 15 paesi riferiscono un impatto negativo 
dell’alcool sul lavoro o nello studio. Sulla base di alcuni studi sui costi a livello nazionale, 
la perdita di produttività dovuta ad assenteismo alcool attribuibile e la disoccupazione sono 
stati stimati rispettivamente da 9 a 19 miliardi e da 6 a 23 miliardi di euro. Dal punto di 
vista della salute, l’alcool è responsabile di circa 195.000 morti ogni anno nell’UE, 
sebbene si possa attribuire all’alcool anche il ritardo di 160.000 morti riferite ad anziani 
per il suo effetto protettivo sulle malattie cardiovascolari per le donne che muoiono dopo i 
70 anni (anche se a causa di problemi metodologici è probabile che si tratti di un dato 
sovrastimato). Una stima più accurata sembra essere quella che identifica in 115.000 le 
morti causate nelle persone sino ai 70 anni di età, stima che evita la verosimile sovrastima 
degli effetti preventivi dell’alcool. Questi dati si riferiscono anche a situazioni di nessun 
consumo, e l’effetto netto sarebbe molto maggiore considerando il livello di consumo a più 
basso rischio. Misurare l’impatto dell’alcool attraverso il DALYs (Disability Adjusted Life 
Years) diminuisce questo problema e dimostra che l’alcool è responsabile del 12% e del 
2% di morte prematura e di disabilità rispettivamente negli uomini e nelle donne, dopo 
aver considerato i benefici sulla salute. Ciò rende l’alcool il terzo fattore di rischio per la 
salute su 26 fattori di rischio nell’UE, davanti a soprappeso-obesità e dietro solo al tabacco 
e all’ipertensione. È stato visto inoltre in diversi studi inglesi, che l’EtOH risulta essere la 
sostanza d’abuso più pericolosa tramite la valutazione di diversi parametri (mortalità 
specifica, non specifica, danni specifici). 
L'Italia si colloca nelle posizioni più basse per consumo pro capite di alcool nella 
graduatoria stilata dall'OCSE (l'organizzazione per la cooperazione e lo sviluppo 
economico), tuttavia detiene il primato del contatto più precoce con l'alcool: 12 anni e 
mezzo rispetto ai 14,6 della media europea. Secondo uno studio internazionale, l'alcool 
sarà la terza causa di disabilità, mortalità e morbilità nei prossimi anni (Lancet, 2009). 
Le modalità del consumo alcoolico in Italia sono state di recente studiate attraverso 
un'indagine campionaria realizzata dall'Eurispes tra il 2009 e il 2010 tra la popolazione dai 
18 anni in su. Secondo i dati pubblicati dalla Presidenza del Consiglio dei Ministri – 
Dipartimento Politiche Antidroga, il 70% degli italiani dichiara di bere alcoolici.  
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Di questi: 
• il 55,7% beve saltuariamente; 
• l'11% beve spesso; 
• il 4,1% tutti i giorni.  
Il 29% degli intervistati invece, non beve mai, in particolare le donne (56,9 % vs 43,1% dei 
maschi), soprattutto nella classe degli over 65 (26,9%), seguiti dai 45-64enni (23,7%) e dai 
35-44enni (22,8%). 
 
  
Alcool Storia Contemporanea - L’impatto dell’alcool in USA 
 
L’impatto dell’EtOH e del consumo di alcool sulla società è elevatissimo.  
In base a dati forniti dalla NIAAA (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism), 
il consumo pro capite di EtOH negli Stati Uniti è costantemente aumentato dalla metà del 
1880 fino al 1915, ed è diminuito poco prima della promulgazione del Proibizionismo nel 
1919. Tale divieto finì nel 1934, e da allora il consumo di tutti i tipi di alcoolici ha 
continuato ad aumentare fino al 1950. Raggiunto un picco nel 1975, iniziò a declinare nel 
corso del 1980, continuato in un calo del consumo stimato del 43% dal 1975. La più 
grande quantità di alcool consumata dagli americani nel corso degli ultimi 50 anni è in 
forma di birra, seguita da liquori e vino. Più recentemente, uno studio che esamina le 
indagini nazionali nei confronti dell'alcool ha rilevato che tra il 1984 e il 1995, su base pro 
capite, i livelli di consumo di birra e vino sono sostanzialmente invariati, mentre il 
consumo di alcoolici continua a diminuire (Greenfield, Midanik, & Rogers, 2000).  
Si riscontra anche una importante differenza per genere; tra gli uomini, una percentuale dal 
70% all’83% ha dichiarato di aver consumato alcool almeno una volta durante la loro vita, 
rispetto alla percentuale dal 39% al 66% delle donne. Tra gli uomini, il tasso di prevalenza 
del consumo di alcool assunto in tutta la vita è più alto tra quelli di età compresa tra 25-55 
anni, risulta più basso tra 18-24 anni e oltre i 55 anni. Tendenze simili sono state rilevate 
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per le donne, anche se per le donne sono stati segnalati tassi più bassi di consumo di alcool 
nel corso della vita rispetto agli uomini in tutte le fasce di età.  
La differenza più grande tra i sessi è stata osservata tra i 55 anni o più fasce di età, con i 
maschi che consumano più alcool. La differenza di genere più piccola nel tasso di consumo 
di alcool è stata rilevata tra i giovani adulti di età compresa tra 18 e 24 anni. 
Più di recente il National Household Survey on Drug Abuse (SAMHSA, 2000) ha rilevato 
che l’incidenza di dipendenza da alcool risulta molto più elevata tra i giovani adulti di età 
inferiore a 26 anni. Tra gli uomini, il tasso di dipendenza da alcool è risultato inversamente 
correlato con l'età dei singoli individui. Una tendenza analoga è stata riscontrata per le 
donne, ad eccezione di un tasso di abuso leggermente più elevato tra 25 e 34 anni di età 
rispetto al gruppo di età più giovane. 
Ampiamente studiata risulta la componente relazionale alcool-violenza; i dati indicano che 
l'alcool è legato a due aspetti principali della violenza: perpetuazione e vittimizzazione. 
I soggetti colpevoli avevano bevuto in: 
• 86% di omicidi; 
• 60% dei reati a sfondo sessuale; 
• 37% di attacchi; 
• 27% delle femmine e il 57% dei maschi coinvolti in violenze coniugali; 
• 13% dei casi di abusi sui minori. 
L'alcool è anche associato a decessi da lesioni, omicidi, suicidi e agli incidenti di veicoli a 
motore; quasi la metà dei decessi dovuti a incidenti stradali sono stati associati al consumo 
di alcool.  
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Tra i molteplici fattori scatenanti l’assunzione di alcool, lo stress è comunemente ritenuto 
essere un fattore di rischio per lo sviluppo dell’alcoolismo (dipendenza da alcool). 
 
Risposta dell’organismo allo stress 
 
I singoli individui rispondono in modo diverso ai diversi fattori di stress; un evento 
percepito come estremamente stressante da un individuo può essere percepito come 
innocuo da un altro. Ogni qualvolta un organismo percepisce uno stimolo ambientale come 
situazione stressante, si avvia una risposta fisiologica caratterizzata da un complesso di 
reazioni comportamentali (come comportamenti di lotta o fuga), biologiche (come 
l'aumento del battito cardiaco, pressione arteriosa, sudorazione) e, nell'uomo, di reazioni 
emotive come le sensazioni di ansia. La risposta allo stress è coordinata attraverso due 
meccanismi:  
a. modificazioni nelle attività delle varie regioni del cervello e delle sostanze chimiche del 
cervello, cioè di neurotrasmettitori; 
b. modificazioni nell'attività dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA). 
I neurotrasmettitori coinvolti nel controllo del risposta allo stress comprendono la 
serotonina, la dopamina, e i peptidi oppiacei.  
Questi sistemi di neurotrasmettitori agiscono attraverso una varietà di meccanismi. Per 
esempio, i peptidi oppioidi vengono prodotti e rilasciati per alleviare il dolore, e il rilascio 
di dopamina risulta in un aumento della pressione arteriosa e della frequenza cardiaca.  
Inoltre, diversi neurotrasmettitori possono influenzare inibendo o aumentando l'attività 
dell'asse HPA. In queste condizioni l'asse HPA sintetizza e rilascia tre ormoni:  
a. ormone di liberazione della corticotropina (CRH), prodotto a livello ipotalamico; 
b. ormone adrenocorticotropo (ACTH), rilasciato dalla ghiandola pituitaria; 
c. ormoni glucocorticoidi, secreti dalle ghiandole surrenali. 
 
 
I tre tipi di ormoni costituiscono una cascata ormonale strettamente regolata. L'attivazione 
delle diverse cellule nervose nel cervello in risposta allo stress risulta nella produzione e 
liberazione di CRH da alcune cellule dell'ipotalamo.  
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Attraverso i vasi sanguigni specifici nel cervello, il CRH è trasportato dall'ipotalamo alla 
ghiandola pituitaria, dove induce la produzione e la secrezione di ACTH nella circolazione 
sanguigna. Attraverso il sangue, l'ormone ACTH raggiunge le ghiandole surrenali e avvia 
la produzione e il rilascio di ormoni glucocorticoidi.  
Il maggiore glucocorticoide negli esseri umani è il cortisolo, mentre nei roditori è il 
corticosterone. Questi glucocorticoidi regolano le diverse risposte fisiologiche allo stress, 
come ad esempio le alterazioni della funzione cardiovascolare e dell'attività delle 
ghiandole sudoripare. L'attività dell'asse HPA è regolata da un meccanismo di controllo a 
feedback negativo in cui gli stessi glucocorticoidi rilasciati in circolo agiscono a ritroso 
sull'ipotalamo e / o sulla ghiandola pituitaria per sopprimere un ulteriore rilascio di CRH e 
/ o ACTH. Tali risposte neurochimiche e ormonali dell'organismo umano non agiscono 
indipendentemente le une dalle altre, ma sono strettamente interconnesse. Così, il rilascio 
di CRH dall'ipotalamo è regolato da neuroni che liberano su di esso serotonina o oppioidi 
endogeni. Inoltre, il rilascio ipotalamico di CRH non risulta solo nel rilascio di ACTH, ma 
implica anche il rilascio di alcuni oppioidi endogeni da specifici neuroni nel cervello, che 
possono contribuire ai diversi comportamenti e alle conseguenze emotive dello stress.  
L'assunzione cronica e di alte dosi di alcool può, infatti, generare nell'organismo uno stato 
di stress che risulta simile alle risposte evocate anche da altri stimoli stressanti (stressors); 
una possibilità, quindi, potrebbe essere che a questo punto si inneschi un meccanismo 
indotto dallo stesso alcool che spinge le persone ad assumere altra sostanza per alleviare lo 
stress (“ipotesi di riduzione della tensione al consumo di alcool”). 
E’ quindi di particolare rilevanza studiare la relazione causa-effetto che lega stress e 
consumo di alcool. A tal proposito, la ricerca scientifica si avvale sia di indagini di 
popolazione sia di studi sperimentali. In molti ma non in tutti questi studi, è stato rilevato 
che gli individui bevono in risposta allo stress per una serie di motivi. Tali studi indicano 
che gli individui assumono l'alcool come mezzo per far fronte allo stress economico e 
lavorativo, per problemi di coppia, spesso in assenza di sostegno sociale, ma soprattutto 
indicano che tanto più gravemente e cronicamente si presentano tali fattori di stress, tanto 
maggiore è il consumo di alcool.  
Tuttavia, il fatto che una persona beva in risposta allo stress sembra dipendere da 
molteplici fattori, compresi eventuali fattori di vulnerabilità genetica, il comportamento 
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alimentare abituale di un individuo, l'intensità e il tipo di fattore stressante, la gamma delle 
risposte individuali per affrontare lo stress percepito.  
A tal riguardo, studi sperimentali condotti su animali hanno rilevato che il consumo di 
alcool è in grado di aumentare la risposta allo stress, ma anche che i singoli animali 
possono differire per la quantità di alcool che consumano in risposta allo stress. 
Alcuni ricercatori hanno infatti rilevato che alti livelli di stress possono influenzare 
l'assunzione di alcool quando esso è accessibile, e quando l'individuo ritiene che l'alcool 
possa contribuire a ridurre lo stress. 
Gli studi sugli animali volti a stabilire una correlazione positiva tra lo stress e il consumo 
di alcool suggeriscono che la sua assunzione può avvenire in risposta ad uno stress cronico 
percepito come inevitabile (Volpicelli, 1987). 
Per esempio, i ratti esposti cronicamente ad uno shock inevitabile manifestano un 
comportamento debole e passivo di fronte ad un qualsiasi fattore di stress nuovo, incluso 
uno shock evitabile; questi animali mostrano anche una più alta preferenza all'alcool 
rispetto ai ratti che ricevono solo shock evitabili (Volpicelli, 1987).  
Altro dato interessante è che i ratti sottoposti a shock inevitabili mostrano gli stessi 
cambiamenti ormonali che si verificano anche nella risposta allo stress, tra cui un aumento 
dei livelli di ormoni corticosteroidi. 
Tra i molteplici modelli sperimentali usati per simulare una condizione stressante e poter 
studiare la relazione tra alcool e stress c’è l’isolamento sociale. 
 
 
L’isolamento sociale è infatti un modello di stress moderato e prolungato che è stato 
associato a marcate alterazioni comportamentali, così come l’aumentata attività motoria, 
ansia, e aggressività  in animali da laboratorio. L’isolamento provoca  una diminuzione nei 
livelli plasmatici e cerebrali di steroidi neuroattivi ed è accompagnato da una anormale 
risposta agli stimoli stressanti acuti come da un aumento nell’effetto neurosteroidogenico 
indotto dalla somministrazione acuta di EtOH.  
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Isolamento sociale  
 
L'isolamento sociale è considerato un modello animale di stress e di depressione (Wallace 
et al. 2009 ). Le recenti evidenze riguardo le interazioni tra geni e ambiente suggeriscono 
che le esperienze di vita iniziali dell'individuo possano avere un profondo impatto sullo 
sviluppo e sulla maturazione del sistema nervoso centrale.  I roditori, in particolare topi e 
ratti, sono animali “sociali” che, se sottoposti ad isolamento dai loro simili per un 
determinato periodo di tempo manifestano una alterazione dei loro normali comportamenti 
di “interazione sociale”. Nel ratto, la privazione del contatto sociale con altri ratti è 
considerata una forma di stress prolungato che conduce ad alterazioni a lungo termine nel 
loro profilo comportamentale (Einon and Morgan 1977; Hall 1998). 
 E’ stato estesamente osservato che l’isolamento sociale provoca un aumento nella attività 
locomotoria, ansia, depressione, aggressività negli animali da laboratorio, sia nei ratti che 
nei topi. È stato visto che nei topi, isolati per 5 giorni o più, l’attività motoria è aumentata, 
e nell’elevated pluz maze, un test per valutare lo stato ansioso, questi animali presentano 
un comportamento assimilabile all’ansia e alla paura. Inoltre nel light\dark test, è stato 
osservato che i ratti isolati mostrano una significativa diminuzione dell’attività esplorativa 
nello scomparto luminoso, spendendo poco tempo alla luce e compiendo così poche 
transizioni tra il compartimento chiaro e quello scuro, rispetto ai ratti allevati in gruppo. 
Queste alterazioni comportamentali sono riconducibili all’ipotesi che appunto l’isolamento 
sociale rappresenterebbe uno stato di stress per questi animali che sono normalmente 
gregari, e l’anormale risposta comportamentale dei ratti mantenuti in tale condzione è il 
prodotto di uno stress prolungato. Per quanto argomentato in precedenza sulla relazione 
stress e consumo di alcool, non sorprende che gli animali isolati mostrino inoltre anche una 
maggiore propensione a consumare volontariamente alcool rispetto agli animali di 
controllo, rappresentando quindi un modello sperimentale ideale proprio per valutare 
questa interazione.  
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Studi precedenti nei nostri laboratori (Serra et al. 2003) hanno dimostrato che l’isolamento 
sociale in topi e ratti è associato a una diminuzione dei livelli di steroidi neuroattivi come 
progesterone e i suoi metaboliti AP e THDOC, nel plasma e cervello. Questi cambiamenti 
sono accompagnato da un aumento dell’espressione delle subunità del recettore GABAA 
α4 e δ dell’ippocampo. Il meccanismo molecolare alla base della persistente diminuzione 
nei livelli di steoridi neuroattivi indotto da un prolungato isolamento sociale nei ratti non è 
chiaro. Comunque, sembra probabile che, in risposta allo stress prolungato da isolamento 
sociale, l’asse HPA possa subire modificazioni funzionali tali che l’animale sviluppi una 
iper-responsività verso nuovi stimoli stressanti. In accordo con questa ipotesi, è stato visto 
recentemente come l’aumento dell’attività dell’asse HPA, e nel plasma e nel cervello delle 
concentrazioni di THDOC e AP indotto da un’iniezione in acuto di EtOH, sia 
marcatamente potenziato dall’isolamento sociale nei ratti (Serra et al. 2003), suggerendo 
che lo stress cronico potrebbe promuovere un adattamento plastico dei sistemi neuronali, e 
questo potrebbe contribuire alla vulnerabilità dell’abuso di alcool. In accordo con questi 
studi che hanno mostrato ampiamente che lo stress influenza la self-administration di 
EtOH in modelli animali, in ratti socialmente isolati consumano volontariamente quantità 
maggiori EtOH rispetto a ratti di controllo mantenuti in gruppo (Hall et al. 1998; Schenk et 
al. 1990; Wolffgramm 1990).  
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Etanolo e sistemi di neurotrasmissione. 
 
La ricerca di questi anni ha individuato alcuni bersagli neurochimici che sono 
particolarmente sensibili all’azione dell’etanolo (EtOH) come ad esempio vari sistemi di 
neurotrasmissione. Questi includono l’adenosina (Anwer and Dar, 1995; Concas et al., 
1996; Dunwiddie, 1996), la glicina (Aguayo et al., 1996; Mascia et al., 1996a,b), 
l’acetilcolina (Madamba et al., 1995; Nagata et al., 1996; Coe et al., 1996; Freund and 
Palmer, 1997), così come anche monoamine e neuropeptidi (Kleven et al., 1995; Lau and 
Frye, 1996; Nagata et al., 1996; Wang et al ., 1996). L’EtOH esercita anche importanti 
effetti sulle membrane cellulari, sui canali ionici voltaggio-dipendenti e sui sistemi 
recettoriali accoppiati alla produzione di secondi messaggeri (Mullikin-Kilpatrick and 
Treistman, 1996; Mihic and Harris, 1996; Koob, 1996; Eggeman and Browning, 1996; 
Kershbaum and Hermann, 1997; Solem et al., 1997). L’interazione dell’EtOH con due dei 
più importanti sistemi di neurotrasmettitori aminoacidici, quello dell’acido γ-
aminobutirrico (GABA) e quello degli aminoacidi eccitatori (EAA) ha suscitato ampia 
attenzione negli ultimi anni da parte dei ricercatori in questo settore. (Deitrich and Erwin, 
1989). 
 
Interazioni tra recettore per il Glutammato ed EtOH.  
L’acido glutammico è il più importante amminoacido eccitatorio presente nel SNC. Esso 
può interagire con diversi tipi di recettori, i quali sono stati classificati sulla base della loro 
attività preferenziale per gli agonisti acido N-Metil-D-Aspartico (NMDA) e acido Kainico 
(Watkins J.C. et al., 1981) e recettori AMPA.  Studi effettuati sugli effetti dell’etanolo 
hanno indicato che il complesso recettoriale per l’NMDA sarebbe coinvolto nella 
farmacologia dell’intossicazione da trattamento cronico con etanolo. In supporto di questa 
affermazione ci sono studi biochimici e farmacologici i quali affermano che la funzione del 
complesso recettoriale per l’NMDA è aumentata durante la crisi d’astinenza da etanolo 
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(Hoffman P.L. et al., 1990; Gulya K. Et al., 1991; Sanna E. et al., 1993; Grant K.A. et al., 
1992; Iorio K. et al., 1992). Questo recettore è un complesso multiproteico, che possiede il 
sito di ricoscimento all’NMDA a cui è associato un canale cationico permeabile sia al 
Ca++ che al Na+. Inoltre strettamente associato al recettore NMDA vi è un sito di 
modulazione allosterico che lega la glicina. La glicina infatti è necessaria per l’attivazione 
del complesso recettore-canale e potenzia le risposte dell’NMDA (Kleckner N.W et al, 
1988). Il recettore NMDA sembra svolgere un ruolo importante nella plasticità sinaptica, 
nella memoria, nei processi di apprendimento (Long-term potentation, LTP), nello 
sviluppo neuronale, nella genesi delle convulsioni epilettiformi e nel danno cerebrale 
(Cline H. et al., 1987; Dingledine R. et al., 1986; Harris E.W. et al., 1984; Lister R.G. et 
al., 1987). Infatti, il recettore NMDA è coinvolto in diversi effetti fisiopatologici 
dell’etanolo, come disfunzioni cognitive, sviluppo di anormalità nella sindrome alcolica 
fetale ed in alcuni effetti associati all’ingestione cronica di etanolo, come per esempio 
l’eccitabilità e l’attività convulsiva tipiche della crisi d’astinenza (Clarren S.K. et al., 1978; 
Tabakoff  B. et., al 1982; Hoffman P.L. et al., 1989). L’EtOH inibisce la capacità del 
glutammato di aprire il canale cationico associato al recettore NMDA (Diamond and 
Gordon, 1997): come conseguenza il flusso di ioni attraverso i canali associati al recettore 
risulta inibito. Questa azione dell’alcol può contribuire alla perdita di memoria che a volte 
si verifica nell’intossicazione acuta da etanolo, in quanto, come già ricordato, il recettore 
NMDA ha un ruolo nella modulazione di alcuni aspetti della funzione cognitiva quali 
apprendimento e memoria, attraverso un meccanismo di facilitazione sinaptica. Numerosi 
studi sull’effetto dell’esposizione acuta all’etanolo evidenziano una sua azione inibente sui 
recettori NMDA, in particolare sulla capacità del neurotrasmettitore di attivare e/o 
modulare l’apertura dei relativi canali cationici. Gli effetti dell’etanolo sui recettori NMDA 
non sono uniformemente riscontrabili in tutte le aree cerebrali ma selettivamente 
evidenziabili in alcune zone (nucleo del setto laterale, substantia nigra, talamo, ippocampo 
e cervelletto). Un lavoro (Criswell et al., 2003) effettuato su neuroni isolati evidenzia che 
tale differente reattività non è osservabile in vitro: essa pertanto non è attribuibile a 
differenze nell’azione dell’etanolo a livello recettoriale (postsinaptico), ma bensì 
dipendente da meccanismi pre-sinaptici ancora non definiti. Come già detto, mentre 
l’effetto dell’esposizione acuta all’etanolo consiste in una inibizione della funzionalità dei 
recettori NMDA, al contrario l’esposizione cronica causa un incremento nell’espressione 
dei recettori. Non è stato ancora ben stabilito il meccanismo con il quale l’alcol inibisce la 
trasmissione glutammatergica: il meccanismo più probabile è di tipo non competitivo, in 
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quanto non agisce né come un antagonista recettoriale, né come bloccante il flusso 
cationico a livello dei canali (Woodward et al., 2000). Come già sottolineato, un’altra 
modalità con la quale l’alcol può alterare la funzionalità neuronale è attraverso 
l’interazione con i meccanismi di fosforilazione delle proteine. A livello dei recettori 
NMDA, l’alcol attiva la tirosina chinasi (chinasi specifica coinvolta nella fosforilazione del 
recettore NMDA che agisce fosforilando l’aminoacido costituente tirosina), con 
conseguente effetto di inibizione della funzionalità recettoriale (Miyakawa et al., 1997). 
Studi effettuati su topi knock-out caratterizzati dalla mancanza del gene deputato alla 
sintesi della tirosina-chinasi, hanno evidenziato che, in assenza di questa specifica protein-
chinasi, non si instaura la cosidetta tolleranza rapida (Pearson et al., 1997) all’effetto 
inibitorio sulla trasmissione glutammatergica esplicato dall’etanolo. Ciò sottolinea 
l’importanza del recettore NMDA nei meccanismi che conducono all’adattamento 
neuronale, a sua volta responsabile dell’istaurarsi del fenomeno della tolleranza. Altra 
chinasi bersaglio dell’azione dell’alcol è la protein-chinasi cAMP-dipendente: studi 
sperimentali (Dohrman et al., 1996) hanno evidenziato che l’alcol induce una alterazione 
della distribuzione di questa chinasi nei neuroni, consistente in una sua traslocazione 
all’interno del nucleo (Dohrman et al., 2002). Tra le proteine oggetto della regolazione di 
questa chinasi ricordiamo il trasportatore del neurotrasmettitore adenosina (Coe et al., 
1996): l’inibizione di tale trasportatore conduce ad un aumento della concentrazione della 
adenosina a livello della sinapsi, e quindi ad una amplificazione dell’effetto inibitorio 
(sinergico a quello del GABA) da essa indotto. Pertanto l’ipereccitabilità e l’attività 
convulsivante che caratterizzano gli animali durante la sindrome d’astinenza suggerisce 
ulteriormente che gli aminoacidi eccitatori siano coinvolti nei meccanismi molecolari che 
vengono attivati durante l’interruzione del trattamento cronico con etanolo. Tutti questi 
dati suggeriscono quindi che i farmaci capaci di ridurre la trasmissione degli aminoacidi 
eccitatori potrebbero essere efficaci nell’antagonizzare o ridurre i sintomi presenti durante 
la crisi d’astinenza da etanolo. Gli effetti a carico del SNC potrebbero essere in parte 
dovuti ad un aumento della inibizione mediata dal GABA e ad una inibizione dell’ingresso 
del calcio attraverso canali voltaggio dipendenti che determina una inibizione del rilascio 
dei neurotrasmettitori in risposta alla depolarizzazione della terminazione nervosa e in 
parte a una inibizione della funzione dei canali del glutammato (recettori NMDA). 
L’azione dell’etanolo sembra consistere quindi in una inibizione generale di varie strutture 
cerebrali, tra cui la corteccia, il sistema limbico e il cervelletto. 
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Interazioni tra recettore per il GABA ed EtOH. 
 
In questi ultimi anni sono stati accumulate numerose evidenze, sia elettrofisiologiche che 
comportamentali, che indicano come il recettore GABA rappresenti un sito sensibile e 
importante per quanto riguarda le azioni in acuto e in cronico dell’EtOH. (Faingold et al. 
1998; Grobin etal. 1998; Harris 1999; Ueno et al. 2001) 
 Il coinvolgimento dell’EtOH nella trasmissione mediata dal recettore GABA è stata 
suggerita dalle prime osservazioni, che a basse concentrazioni (20-60) l’EtOH potenzia il 
flusso di ioni cloro stimolato da agonista in sinaptosomi cerebrali. (Allan and Harris 1986; 
Morrow et al. 1988; Suzdak et al. 1986) e in colture cellulari (Ticku and Burch 1980). 
 
In aggiunta è stato visto che certi effetti comportamentali dell’EtOH sono potenziati da 
agonisti o modulatori positivi del recettore GABAA, e bloccati o attenuati da antagonisti 
del recettore GABAA (Martz et al. 1983)  . Le evidenze neurofisiologiche che indicano che 
l’alcool in acuto modula la funzione del recettore GABAA sono state in certo qual modo 
ritenute elusive e controverse. Infatti mentre certi studi hanno mostrato un effetto 
potenziante dell’EtOH sulla funzione del recettore GABAA, altri non sono riusciti a 
riprodurre gli stessi risultati. (Faingold et al. 1998; Grobin et al. 1998). 
Il potenziamento della funzione del recettore GABAA da parte dell’EtOH è caratterizzato 
da una certa specificità regionale; infatti, a livello dell’ippocampo è stata osservata una 
relativa insensibilità all’EtOH. Comunque, alcuni studi più recenti hanno riportato un 
potenziamento della funzione del recettore GABAA nell’ippocampo in determinate 
condizioni sperimentali, per esempio in presenza del blocco presinaptico dei recettori 
GABAB, (Wan et al. 1996; Weiner et al. 1997) attraverso una stimolazione dei dendriti 
prossimali piuttosto che quelli distali (Weiner et al. 1997)  o tramite l’attivazione  della via 
dei secondi messaggeri cAMP-PKA accoppiata al recettore  beta-adrenergico (Freund and 
Palmer 1997; Lin et al. 1991). 
 
Tuttavia ricerche recenti hanno contribuito a identificare meccanismi addizionali attraverso 
i quali l’EtOH è capace di influenzare l’attività delle sinapsi GABAergiche. In primo 
luogo, sono state raccolte evidenze consistenti che indicano che l’EtOH, in aggiunta ai suoi 
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effetti a livello dei recettori postsinaptici, è in grado di esercitare un’azione presinaptica, 
che consiste in un aumento della probabilità di rilascio di GABA. Un aumento della 
frequenza sia delle IPSCs, correnti post sinaptiche inibitorie, in miniatura (potenziale 
d’azione-indipendenti), o spontanee e dipendenti dal potenziale d’azione, mediati dal 
recettore GABAA sono stati osservati in neuroni piramidali ippocampali CA1, (Ariwodola 
and Weiner 2004; Carta et al. 2003; Sanna et al. 2004) amigdala(Ariwodola and Weiner 2004; 
Carta et al. 2003; Sanna et al. 2004), cellule granulari cerebellari (Carta et al. 2004), e 
motoneuroni spinali (Ziskind-Conhaim et al. 2003). 
 
Recettori GABAA 
I recettori GABAA sono complessi eteromerici formati dall’assemblamento di 5 subunità 
proteiche che appartengono a un gruppo di differenti classi di subunità. 
La distribuzione nel cervello è regione-specifica, e l’espressione sviluppo-dipendente delle 
varie isoforme delle subunità sono fattori responsabili della espressione di un relativo alto 
numero di sottotipi di recettori GABAA che differiscono sia nella composizione di 
subunità sia nelle proprietà fisiologiche e farmacologiche Sieghart 1995; Sieghart and Sperk 
2002; Whiting et al. 1999). 
L’EtOH potenzia selettivamente e a basse concentrazioni (1-30 Mm) la funzione dei 
recettori per il GABA ricombinanti contenenti le subunità α4,α6 e δ, espresse in oociti di 
Xenopus laevis, mentre le stesse concentrazioni sono risultate inefficaci nei recettori dove 
la subunità δ è stata rimpiazzata dalla subunità γ2(Sundstrom-Poromaa et al. 2002; Wallner 
et al. 2003). 
Al contrario dei recettori contenenti la sub unità γ2, quelli formati dalle subunità α4,α6, e δ 
si trovano a livello extrasinaptico, e si ritiene che medino la cosidetta attività tonica 
inibitoria (Mody et al. 1994; Semyanov et al. 2004). 
Inoltre, i recettori GABAA extrasinaptici vengono espressi preferenzialmente nel giro 
dentato, nel talamo, e nelle cellule granulari cerebellari (Semyanov et al. 2004),  e sono 
caratterizzati da una più elevata affinità per il GABA (circa 0,5 µM), mostrano una 
ridottissima velocità di desensitizzazione e sono sensibili preferenzialmente ai 
neurosteroidi (Semyanov et al. 2004). 
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L’aumento dell’attività tonica mediata dal recettore per il GABA da parte di basse 
concentrazioni (30 mM)  di EtOH è stato dimostrato nelle cellule granulari del giro dentato 
(Wei et al. 2004). Comunque, è importante considerare che altri laboratori non sono riusciti 
a riprodurre l’effetto di basse concentrazioni di EtOH sulla funzione di questi recettori 
(Borghese et al. 2005). 
Allo stesso modo in studi preliminari Yamashita (Yamashita et al. 2005) e ha dimostrato 
che sia  i recettori GABA che mediano correnti toniche registrando da cellule granulari di 
cervelletto, che recettori ricombinanti contenenti α6 e δ, sono insensibili a basse 
concentrazioni di EtOH. Perciò sembra che al momento, l’ipotesi che i recettori 
extrasinaptici possano rappresentare bersagli sensibilissimi per l’azione dell’EtOH a 
concentrazioni farmacologicamente rilevanti, abbia ancora bisogno di ulteriori valutazioni. 
L'acido γ-aminobutirrico (GABA) è il principale neurotrasmettitore inibitorio presente nel 
sistema nervoso centrale (S.N.C.) dei mammiferi. Circa il 20- 50% di tutte le sinapsi 
utilizzano questo neurotrasmettitore (Barnard et al., 1998; Mehta and Ticku, 1999), il quale 
si forma per decarbossilazione (operata da due forme enzimatiche di acido glutamico 
decarbossilasi (GAD65 e GAD67) dell’acido glutammico a livello dei terminali sinaptici; 
viene depositato all’interno di vescicole sinaptiche tramite un trasportatore 
neurotrasmettitoriale (VGAT), trasportatore specifico che utilizza, come fonte di energia, 
sia il gradiente elettrico che il differente pH presente tra il lume vescicolare e il citoplasma, 
generato dalla H-ATPasi (pompa protonica) vescicolare e rilasciato con un meccanismo di 
esocitosi calcio–dipendente. Si possono osservare delle forme di rilascio non vescicolare 
(per esempio attuate dall’azione opposta del trasportatore) particolarmente importante 
durante lo sviluppo (Owens and Kriegstein, 2002). La funzione inibitoria del GABA è 
mediata dalla sua azione su recettori metabotropici e ionotropici, localizzati nei terminali 
pre- e post- sinaptici. 
L’azione sinaptica del GABA è terminata ad opera dalle proteine di reuptake del GABA 
(GATs) presenti nelle membrane citoplasmatiche dei terminali nervosi e delle cellule gliali 
astrocitarie circostanti. Quindi, la degradazione è catalizzata dall’enzima GABA-a-
chetoglutaricotransaminasi (GABA-T), che lo deamina a semialdeide succinica la quale 
viene ossidata, a sua volta, ad acido succinico ad opera della semialdeidesuccinico- 
deidrogenasi NAD-dipendente ed entra a far parte del ciclo di Krebs. Il gruppo aminico 
viene trasferito dalla GABA-T ad una molecola di α-chetoglutarato per formare acido 
glutammico, che viene riutilizzato per la sintesi di nuovo GABA. GABA-T e semialdeide 
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succinica si trovano sempre legati ai mitocondri non solo nell’assone terminale ma anche 
nelle strutture postsinaptiche o nelle cellule gliali. Il GABA è capace di interagire con due 
classi di recettori specifici, recettori ionotropici, convenzionalmente denominati GABAA, 
e recettori metabotropici denominati GABAB
 
(Barnard et al., 1998; Bormann et al., 2000) 
che differiscono fra loro per struttura molecolare, meccanismo di trasduzione del segnale, 
distribuzione, funzione e profilo farmacologico. Il recettore GABAA é il principale sito 
d’interazione del neurotrasmettitore GABA capace di trasdurre un segnale inibitorio 
“rapido” (ordine di msec), attraverso il quale i neuroni GABAergici esercitano le loro 
azioni fisiologiche. Il recettore GABAA appartiene alla superfamiglia dei recettori 
ionotropici o canali ionici operati da ligando, cui appartengono anche i recettori nicotinico 
per l’acetilcolina, glicinergico, serotoninergico di tipo 5-HT3 (Bertrand et al., 1995). 
Similmente agli altri membri di questa superfamiglia recettoriale, il recettore GABAA è un 
complesso etero-pentamerico formato da cinque sub unità glicoproteiche con un peso 
molecolare compreso fra 46 e 67 kDa. (Tretter et al.,1997), assemblate mediante forze non 
covalenti e disposte pseudosimmetricamente attorno ad un asse centrale, perpendicolare 
alla superficie della membrana cellulare, in modo tale che il canale ionico sia delimitato da 
pareti costituite dai domini transmembrana TM2 appartenenti a ciascuna delle cinque 
subunità. Questo complesso macromolecolare possiede funzioni intrinseche recettoriali, 
trasduttrici ed effettrici ed é accoppiato direttamente ad un canale ionico che, nel caso del 
recettore GABAA, è permeabile principalmente allo ione cloruro (Cl-), la cui permeabilità 
è controllata attraverso l’interazione del GABA con il suo sito di riconoscimento (Delorey 
and Olsen, 1992). Si può rilevare inoltre una certa, anche se minore, permeabilità allo ione 
HCO3-.I vari tipi di subunità possiedono una marcata similitudine nella loro struttura 
primaria e nella loro topologia transmembrana (Schofield et al., 1987). Tutte le subunità 
recettoriali consistono di un esteso dominio amino-terminale extracellulare, quattro domini 
(TM1-TM4) transmembrana, sotto forma di α elica, connessi da brevi segmenti, ed un 
lungo loop intracellulare fra TM3 e TM4 (Schofield et al., 1987), contenente sequenze 
consenso per la fosforilazione operata da kinasi Ser/Thr- e Tyr-dipendenti . Questa 
topologia tetraelicale delle subunità si ritrova in tutti i membri della superfamiglia 
recettoriale . Nel corso degli ultimi due decenni, sono state identificate, mediante 
clonazione del DNA complementare (cDNA) specifico, diverse classi di sub unità 
(α, β, γ, δ, ε, ρ, pi) dal SNC dei mammiferi (Barnard et al., 1998), e, sono state presentate 
alcune evidenze per l’esistenza di un’ulteriore subunità, la θ (Whiting, 1999). 
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Queste subunità presentano circa il 30-40% di omologia nella loro sequenza aminoacidica 
e si ritiene siano derivate da un gene ancestrale comune (Olsen and Tobin, 1990; Schofield 
et al., 1990; Seeburg et al., 1990; Burt and Kamatchi, 1991; Luddens and Wisden, 1991; 
Stephenson, 1991;Doble and Martin, 1992; Wisden and Seeburg, 1992). 
Esistono, inoltre, varianti multiple o isoforme delle diverse classi di subunità: 
α(1−6), β(1−4), γ( 1−3), ρ(1−3) le quali sono codificate da geni distinti e localizzati su 
differenti cromosomi (Barnard et al., 1998; Whiting et al., 1999; Sieghart and Sperk, 
2002). Il polimorfismo di alcune subunità è ulteriormente aumentato da variazioni 
fenotipiche che risultano da meccanismi di maturazione alternativa, “splicing” e “editing”, 
dell’RNAmessaggero (Whiting et al.,1990; Kufuji et al., 1991; Harvey et al., 1993). 
Esiste inoltre, un alto grado d’omologia (circa 70-80%) fra le diverse isoforme della stessa 
classe di sub unità (Barnard, 1992). 
Studi recenti hanno evidenziato come la più probabile configurazione o stechiometria dei 
recettori GABAA neuronali sia quella formata da 2 subunità α due β e una γ; sembra 
inoltre che le subunità δ, e ε p possano sostituire la subunità g in questi recettori (Hedblom 
and Kirkness, 1997), mentre la sub unità θ potrebbe sostituire una subunità γ (Sieghart et 
al, 1999). 
Inoltre è stato determinato, mediante esperimenti di immunoprecipitazione, che in un 
singolo complesso recettoriale è possibile la coesistenza di due diverse isoforme della 
subunità a (Luddens et al.,1991). 
Dal punto di vista sperimentale, un numero notevole di combinazioni recettoriali funzionali 
è stato ricostruito in vitro in diverse linee cellulari (Wong et al., 1992), anche se studi 
recenti d’immunoprecipitazione suggeriscono che solo un numero limitato di sottotipi 
recettoriali è effettivamente espresso in vivo nelle diverse popolazioni neuronali 
(McKernan et al., 1996).  
Questi studi hanno mostrato come le diverse combinazioni recettoriali differiscono in 
modo marcato per la loro sensibilità al GABA, per la cooperatività dell’azione del GABA 
(indicata dal coefficiente di Hill), per la conduttanza a livello dei singoli canali al Cl- e per 
la loro sensibilità ai diversi agenti modulatori allosterici (Costa et al., 1994). 
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Farmacologia dei Recettori GABAA 
 
Per quanto riguarda la sensibilità farmacologica dei recettori GABAA, numerose classi di 
farmaci d’importanza terapeutica hanno un sito d’azione specifico a livello di questo 
complesso recettoriale (Mehta and Ticku, 1999; Sieghart, 1995; Barnard et al., 1998): 
benzodiazepine, ciclopirroloni, imidazopirimidine, pirazolopirimidine, barbiturici, 
anestetici generali, alcooli, β-carboline, agenti convulsivanti (picrotossina, TBPS) e i 
neurosteroidi, che rappresentano i più efficaci e potenti modulatori endogeni della funzione 
dei recettori GABAA e l’EtOH, che si comporta come un modulatore positivo, ma di cui 
ancora oggi non si hanno precise conoscenze sul suo meccanismo d’azione a livello della 
sinapsi GABAergica. 
Questi farmaci producono almeno parte dei loro effetti clinicamente rilevanti, interagendo 
con siti distinti di legame allosterici presenti sul complesso recettoriale (Smith and Olsen, 
1995). 
Tali siti di legame, pur essendo entità distinte, sono accoppiati funzionalmente fra loro e al 
sito di riconoscimento per il neurotrasmettitore (GABA) in modo allosterico; perciò, 
l’attivazione o l’inibizione di uno di questi siti modulatori determina una variazione nella 
capacità degli altri ad interagire con i propri ligandi specifici e questo si traduce, a sua 
volta, in una modulazione positiva (facilitazione) o negativa (inibizione) dell’azione del 
GABA sul proprio sito recettoriale. 
In particolare, una facilitazione o un’inibizione dell’interazione del GABA con il proprio 
recettore determina una modificazione conformazionale di quest’ultimo, con la 
conseguente maggiore apertura o chiusura del canale al Cl- quindi un aumentato o 
diminuito flusso di cariche negative all’interno della membrana postsinaptica. 
Poiché l’azione inibitoria del GABA si esplica attraverso un’iperpolarizzazione 
della membrana postsinaptica, mediata dall’aumentata permeabilità al cloruro, il 
meccanismo di regolazione allosterica del recettore GABAA ha quindi lo scopo di 
aumentare o ridurre la probabilità che la membrana postsinaptica venga eccitata 
(MacDonald and Olsen, 1994). 
Sulla base delle loro azioni fisiologiche, si è concluso che i recettori GABAA sono 
coinvolti nel controllo dell’eccitabilità neuronale (Olsen and Avoli,1997; Fritschy et al., 
1999), nella modulazione dell’ansia (Nutt et al., 1990), delle sensazioni emotive (feeling), 
dei ritmi circadiani (Turek and Van Reeth, 1988), della cognizione, vigilanza, memoria, 
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apprendimento (Izquierdo and Medina, 1991) nella farmacologia dell’EtOH e del drinking 
behavior (Cooper, 1989) e nell’epilessia (Spencer et al., 1994). 
 
 
 
Diversi tipi d’inibizione mediata da recettori GABAA 
 
Una delle caratteristiche fondamentali delle cellule nervose è l’eccitabilità, ossia la 
capacità di poter rispondere a degli stimoli, i quali vengono definiti generalmente come 
rapide modificazioni fisiche o chimiche dell’ambiente in cui le cellule si trovano. Uno 
stimolo adeguato può indurre le cellule nervose a rispondere con una manifestazione 
caratteristica e stereotipata come il potenziale d’azione. Ovviamente il sistema 
GABAergico ha il ruolo di mediare segnali sinaptici inibitori attraverso l’innalzamento 
della soglia di eccitazione, cioè di allontanare il neurone dalla soglia in cui insorge un 
potenziale d’azione. Il GABA viene liberato dal terminale presinaptico di un neurone 
GABAergico con diverse modalità: o conseguentemente all’insorgenza di un potenziale 
d’azione, che induce una massiccia fusione di vescicole presinaptiche che contengono il 
neurotrasmettitore, il quale verrà quindi liberato nello spazio sinaptico a concentrazioni che 
raggiungono livelli millimolari. Oltre al rilascio indotto da potenziale d’azione esiste anche 
un processo di rilascio vescicolare non dipendente dalla depolarizzazione della 
terminazione nervosa presinaptica. Questo rilascio è chiamato “quantale” intendendo con 
ciò che solo poche vescicole, contenenti ciascuna un “quanto” di neurotrasmettitore, si 
fondono spontaneamente con la membrana presinaptica. L’esocitosi indipendente 
dall’attività elettrica ha luogo normalmente nelle sinapsi del Sistema Nervoso Periferico e 
Centrale e genera correnti postsinaptiche inibitorie spontanee di piccola ampiezza (Katz,  
1969), chiamate correnti post-sinaptiche eccitatorie o inibitorie in miniatura 
(mEPSC o mIPSC, o “minis”) (Bekkers and Stevens, 1989). 
 
 
 
Recentemente, è stato chiarito che distinti sottotipi di recettori GABAA partecipano a due 
tipi di controllo inibitorio. Questa peculiarità è dovuta non solo a diversi tipi di recettori 
GABAA in gioco ma anche alla loro localizzazione a livello della sinapsi GABAergica. 
Esistono infatti sia recettori sinaptici, cioè recettori localizzati sulla membrana 
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postsinaptica che si affaccia immediatamente sullo spazio sinaptico, sia recettori che sono 
localizzati al di fuori  
della sinapsi e perciò chiamati “extrasinaptici”. L’attivazione transitoria dei recettori 
GABAA sinaptici (dovuta al rilascio locale di GABA dai terminali presinaptici) è 
responsabile della classica inibizione “fasica” (i recettori hanno la classica struttura:  
αnβnγn), mentre la persistente attivazione dei recettori GABAA extrasinaptici (non 
ancorati al citoscheletro tramite la gefirina) genera una forma d’inibizione chiamata 
“tonica”. Questi due tipi di inibizione GABAergica sono fisiologicamente differenti poiché 
sono differenti i recettori che li mediano. Vediamo quali sono le caratteristiche principali 
che li differenziano attraverso una tabella riassuntiva: 
 
 
 
In particolare: 
•  i recettori sinaptici sono costituiti da differenti subunità come α1, α2, α3, le varie β e le 
varie γ mentre i recettori extrasinaptici sono formati dalle subunità α5  a4bg nei neuroni 
granulari del giro dentato dell’ippocampo e dalle subunità a6bg  nei neuroni granulari del 
cervelletto di ratto. 
 
Caratteristi
che  
Fasica Tonica 
Subunità  α1, 2,3,5 βn, 
γn 
α 4,6 βn, δ 
Localizzazi
one cellulare  
Membrana 
sinaptica 
Membrana 
extrasinaptica 
Affinità  per 
il GABA (EC50)  
~10 mM ~0,2 mM 
Sensibilità 
alle BDZ  
Sensibili Insensibili 
Sensibilità 
ai neurosteroidi  
Sensibili Molto 
sensibili 
Caratteristic
he cienetiche  
Rapida 
desensitizzazione 
Bassa 
desensitizzazione 
% 
trasmissione 
GABAergica  
<5% >90% 
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• Come già accennato hanno diversa localizzazione sinaptica. 
 
• I recettori extrasinaptici presentano una affinità per il GABA circa 50 volte superiore 
rispetto a quelli sinaptici. Questa peculiarità è in accordo col fatto che questi recettori sono 
deputati a legare quelle basse concentrazioni di GABA che fuoriesce dalla sinapsi per il 
fenomeno dello spill-over. 
 
•  I recettori extrasinaptici sono insensibili alle benzodiazepine in quanto mancanti della 
subunità γ e quindi del sito di legame per questi modulatori positivi, ma sono molto 
sensibili ai neurosteroidi, per la presenza della subunità δ. 
 
La maggiore presenza di correnti toniche GABAergiche dipende dalle differenti regioni 
cerebrali e mostra differenze, specifiche secondo il tipo cellulare, nell’ampiezza, 
farmacologia, e variazioni durante lo sviluppo cerebrale. Sono emerse alcune ipotesi sul 
significato adattativo di questo fenomeno: nell’ippocampo, come anche nel cervelletto, le 
correnti toniche agiscono, in maniera specifica secondo il tipo cellulare, regolando 
l’eccitabilità dei circuiti neuronali. 
Poiché le conduttanze toniche possono essere modulate da cambiamenti nel rilascio e/o 
uptake del GABA e da modulatori dei recettori GABAA ad alta affinità, quali i 
neurosteroidi, questo fenomeno costituisce potenzialmente un’importante e nuova finestra 
sull’elaborazione delle informazioni neuronali e di alcuni stati patologici, come l’epilessia. 
A livello dell’ippocampo di ratto e, più precisamente, nei neuroni granulari del giro 
dentato, si osserva una buona componente tonica anche se probabilmente i neuroni 
granulari del cervelletto mostrano l’attività tonica maggiore di tutto il SNC. Queste 
caratteristiche area-specifiche potrebbero trovare una spiegazione nel fatto che in entrambi 
i casi i neuroni granulari rappresentano il maggiore input dell’area cerebrale in esame 
mentre la maggiore componente tonica osservata nel cervelletto dipende probabilmente 
dalla stuttura anatomica della sinapsi dove tra le fibre muscoidi afferenti e i neuroni 
granulari si creano delle sinapsi particolari che, grazie all’ausilio di cellule gliari, formano 
un glomerulo nel quale il GABA è trattenuto all’interno e quindo più disponibile per i 
recettori extrasinaptici. Anche se l’ampiezza delle correnti toniche è relativamente bassa, 
tale da renderle confondibili con la cosiddetta “noia” elettrica (noise) di background, si 
evince che l’attività tonica rappresenti un controllo inibitorio del livello di eccitabilità 
neuronale più efficace rispetto a quello mediato dall’attività fasica (come già ricordato, la 
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componente tonica rappresenta circa l’90% dell’attività inibitoria complessiva). Per isolare 
le correnti toniche è possibile inibire selettivamente l’attività sinaptica in modo da 
evidenziare la rimanente attività extra-sinaptica. La soppressione farmacologia dell’attività 
fasica sinaptica si ottiene mediante l’utilizzo, per esempio, di concentrazioni opportune (< 
100 µM) dell’antagonista GABAergico SR-95531. 
Questa molecola, infatti, ha un’azione preferenziale per i recettori sinaptici che, 
come già accennato, sono composti da subunità differenti rispetto ai recettori 
extrasinaptici. Le modalità di registrazione verranno trattate in seguito. Per valutare le 
modificazioni della corrente tonica durante la gravidanza ho misurato la variazione del 
noise (rumore di fondo) e la variazione della holding current (linea di base) in condizione 
di controllo e in presenza dei farmaci. Questi due parametri sono degli indici di attivazione 
dei recettori GABAA extrasinaptici. 
 
  
28 
 
I  neurosteoroidi: modulatori endogeni dei recettori GABAA 
È stato stabilito sulla base di una grande mole di dati sperimentali che i recettori GABAA 
sono siti sensibili per diverse classi di farmaci clinicamente rilevanti, come 
benzodiazepine, barbiturici e anestetici generali, così come di composti endogeni come gli 
steroidi neuroattivi, i quali allostericamente potenziano la funzione del recettore GABAA 
(Barnard et al. 1998; Frye et al. 1981; Mohler et al. 2002; Sieghart 1995). Gli steroidi 
neuroattivi sono prodotti da organi periferici come surreni e gonadi, ed esercitano la loro 
funzione anche a livello del SNC. Certi steroidi neuro attivi agiscono in maniera differente 
rispetto all’azione genomica tipica degli altri ormoni steroidi classici, modulando 
direttamente la funzione del recettore GABAA, con potenza ed efficacia simili o maggiori 
rispetto a quelle di benzodiazepine e barbiturici. (Harrison and Simmonds 1984; Majewska 
et al. 1986). Il metabolita ridotto del progesterone, allopregnanolone (AP), in vitro potenzia 
l’apertura dei canali al Cl- associati al recettore GABAA a concentrazioni nanomolari, e la 
sua somministrazione sistemica induce effetti farmacologici e comportamentali simili a 
quelli prodotti dai farmaci ansiolitici, anticonvulsivanti, e ipnotici, che  modulano la 
funzione del recettore GABAA (Lambert et al. 2001;Majewska 1992). Inoltre, alterazioni, 
indotte farmacologicamente o fisiologicamente, delle concentrazioni di AP sono implicate 
nella regolazione della plasticità dei recettori GABAA e conseguentemente dell’eccitabilità 
neuronale. Per esempio, il marcato aumento nella concentrazione degli steroidi neuro attivi 
nel plasma e nel cervello durante la fase terminale della gravidanza sembra associarsi ad un 
aumento dell’espressione e della funzione dei recettori GABAA nella corteccia cerebrale, 
mentre la diminuzione improvvisa e marcata nella concentrazione di questi ormoni 
immediatamente prima del parto e il loro basso livello durante l’allattamento, potrebbe 
determinare l’insorgere di fenomeni di astinenza (Brussaard et al. 1997; Concas et al.1998; 
Follesa et al. 2000; Smith et al. 1998b). In accordo con questi dati, la sospensione di un 
trattamento sistemico con steroidi neuro attivi induce un selettivo e marcato aumento 
nell’abbondanza sia dell’mRNA codificante la sub unità a4 del recettore GABAA sia della 
proteina tradotta nell’ippocampo di ratto (Smith et al. 1998a; Smith et al. 1998b). 
L’osservazione che queste fluttuazioni nelle concentrazioni cerebrali degli steroidi neuro 
attivi, sia indotte da trattamento farmacologico con progesterone o AP, sia associate a 
condizioni fisiologiche come la gravidanza, parto, allattamento, alterano la funzione e la 
plasticità del recettore GABAA suggerisce un meccanismo per cui fluttuazioni nelle 
concentrazioni  plasmatiche e  cerebrali di  questi steroidi possano regolare i livelli di 
espressione genica delle diverse subunità del recettore GABAA (Follesa et al. 2002). 
29 
 
Steroidi neuroattivi e effetti dell’EtOH 
È stato recentemente proposto che alcune azioni acute dell’EtOH sulla funzione del 
recettore GABAA potrebbero essere mediate indirettamente dalla secrezione periferica di 
steroidi neuroattivi indotta in risposta alla stessa somministrazione di EtOH  (Morrow et al. 
1999; Morrow et al. 2001). La somministrazione di EtOH in acuto infatti aumenta le 
concentrazioni di AP nel plasma, corteccia cerebrale e nell’ippocampo di ratto (Barbaccia 
et al. 1999; Morrow et al. 2001; VanDoren et al. 2000). Inoltre il pretrattamento con 
l’inibitore della 5α-reduttasi, finasteride, che inibisce la biosintesi della AP, riduce 
significativamente il grado dell’aumento di AP a livello cerebro-corticale indotto 
dall’EtOH e previene alcuni effetti comportamentali, elettrofisiologici e neurochimici 
dell’EtOH (Khisti et al. 2002; VanDoren et al. 2000). 
 
Inoltre è stato suggerito che l’AP influenzi l’azione di rinforzo dell’EtOH (Morrow et al. 
2001). Nei topi femmina, nelle quali si riscontra fisiologicamente una maggiore 
concentrazione cerebrale di AP rispetto ai maschi, è maggiore l’aumento di consumo di 
EtOH rispetto ai maschi (Sinnott et al. 2002); inoltre il consumo di EtOH nei topi maschi è 
aumentato somministrando sistemicamente AP; ciò ha anche potenziato nei ratti maschi gli 
effetti rinforzanti dell’EtOH (Janak et al. 1998). Al contrario, nei ratti femmina l’auto 
somministrazione di EtOH è stata trovata più bassa durante l’estro, quando la 
concentrazione di AP è più alta rispetto alle altre fasi del ciclo ovarico (Roberts et al. 1998). 
I ratti socialmente isolati, nei quali le concentrazioni cerebrali di AP sono marcatamente 
ridotte consumano elevate quantità di EtOH(Schenk et al. 1990; Wolffgramm 1990). 
Si ritiene che la capacità dell’EtOH di promuovere la biosintesi di AP sia dipendente 
dall’azione stimolatoria della sostanza sull’asse ipotalamo ipofisi surrene (HPA) (Ellis 
1966; Khisti et al. 2003; Ogilvie et al. 1997; Rivier 1996; Rivier et al. 1984). Infatti, in ratti 
che hanno subito una surrenectomia, l’EtOH non è più in grado di aumentare i livelli di AP 
nel plasma e nel cervello, e nell’indurre alcuni dei suoi effetti farmacologici (Khisti et al. 
2003; O'Dell et al. 2004). 
 
Nel complesso, questi risultati suggeriscono che alcuni effetti dell’EtOH sui recettori 
GABAA potrebbero essere mediati dagli steroidi neuroattivi prodotti da organi periferici, 
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in risposta alla attivazione dell’asse HPA. In aggiunta, studi precedenti del nostro 
laboratorio hanno suggerito che l’EtOH può aumentare le concentrazioni di AP nelle 
fettine isolate di ippocampo di ratto, in maniera indipendente dall’attività dell’asse HPA. 
Questo effetto si associa ad una modulazione positiva della funzione dei recettori GABAA, 
come osservato registrando le correnti post sinaptiche inibitorie in neuroni CA1 in fettine 
di cervello esposte all’EtOH per 30 min. Questa azione dell’EtOH poteva essere prevenuta 
con la preincubazione delle fettine di ippocampo con l’inibitore della 5α- reduttasi 
finasteride suggerendo che la sintesi locale di AP dal progesterone fosse necessaria per la 
modulazione positiva del recettore GABAA operata dall’EtOH. 
Questa conclusione inoltre è supportata da una serie di esperimenti effettuate in fettine 
ippocampali da ratti surrenoctomizzati e castrati (ADX-CX). Le concentrazioni di 
progesterone e pregnanolone plasmatiche e cerebrali si riducono in maniera marcata in 
animali ADX-CX dopo una settimana dalla operazione chirurgica rispetto ai livelli 
riscontrati negli animali sham di controllo R. I livelli basali di AP nelle fettine ippocampali 
isolate di animali ADX-CX si sono ridotti di circa il 40% comparati con quelli sham 
operated, coerentemente col fatto che le cellule cerebrali continuano a produrre 
neurosterodi indipendentemente dalla periferia. L’incubazione delle fettine ippocampali 
degli animali ADX-CX con EtOH 100 mM per 30 min ha indotto un significativo aumento 
(circa il 65%) nella quantità di AP, un effetto simile a quelli misurato negli animali shamdi 
controllo. Coerentemente con questi risultati, le registrazioni della funzione del recettore 
GABAA tramite patch clamp da neuroni piramidali dell’area CA1, hanno rivelato che 
l’EtOH è in grado di aumentare l’ampiezza e il decay time in maniera simile simili sia nei 
ratti ADX-CX sia negli sham. Nell’insieme, questi dati suggeriscono che l’EtOH è in 
grado di elevare biosintesi locale di AP e di potenziare la funzione del recettore GABAA 
nelle fettine ippocampali, con un meccanismo che appare indipendente dalla steroidogenesi 
in organi periferici  e che potrebbe coinvolgere la regolazione della biosintesi locale de 
novo dei neurosteroidi a partire dal colesterolo. Coerentemente con le nostre ricerche, 
l’aumento delle concentrazioni di AP nel plasma non è correlato con i cambiamenti di 
concentrazione di corticosterone nel plasma, progesterone o AP in ratti trattati con EtOH, 
suggerendo che le concentrazioni cerebrali e plasmatiche sono regolate differentemente 
(VanDoren et al. 2000). 
. 
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Anatomia dell’ Ippocampo 
 
La formazione ippocampale include l’ippocampo proprio, il giro dentato e il subiculum. 
Queste strutture hanno una configurazione semplicata come l’allocorteccia. Questi sono 
intimamente associati alle strutture periallocorticali (presubiculum, area retrospleniale, 
parasubiculum e corteccia entorinale) e sono incluse nella formazione ippocampale da certi 
autori (Chronister and White 1975) . Negli umani le regioni  subiculari sono localizzate 
nell’aspetto mesiale del giro paraippocampale tra la formazione ippocampale e la corteccia  
entorinale (l’area 28 di Brodmann) sull’aspetto basolaterale del giro paraippocampale 
(Duvernory, 1988). 
Le subregioni ippocampali 
L’ippocampo fu diviso da Lorente de Nò (1934) nelle subregioni CA1, CA2, CA3 e CA4 
(CA, Corno d’Ammone ). Queste sottoregioni sono state distinte molto più precisamente 
nel ratto da Blackstad (1956). La CA1 è un’estesa regione di piccoli neuroni piramidali 
dispersi (nell’uomo) e adiacenti al subiculum. Nel ratto i neuroni piramidali CA1 sono 
fortemente addensati. La CA2 nell’uomo è una regione distinta tra CA1 e CA3, ed è 
costituita da grossi neuroni piramidali ovoidali fortemente addensati. Nei ratti la CA2 è più 
piccola e meno distinta. La CA3 è localizzata nella curva dell’ippocampo dove questo si 
inserisce nel giro dentato. I neuroni piramidali CA3 sono simili a quelli della regione CA2 
ma meno addensati; sono anche distinguibili per la presenza di una forte innervazione delle 
fibre muscoidi provenienti dalle cellule granulari del giro dentato. La regione all’interno 
della concavità venne chiamata CA4 da Lorente de Nò, ma oggi è comunemente chiamata 
“ilo”. In questa regione sono presenti alcuni grandi neuroni sparsi (Duvernoy, 1988).  
Strati 
Il subiculum è suddiviso in strato piramidale, dove è disposto il soma delle cellule 
piramidali,  mentre i dendriti sono nello strato molecolare. Le regioni CA dell’ippocampo 
sono divise in diversi strati. La sovrapposizione delle regioni CA1 e CA2 è rappresentata 
dall’alveo, un tratto denso contiguo con la fimbria. Lo strato oriens è localizzato tra l’alveo 
e lo strato piramidale, lo strato dove si trovano i soma delle cellule piramidali. I dendriti 
basilari delle cellule piramidali si estendono all’interno dello strato oriens. I dendriti apicali 
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delle cellule piramidali si estendono all’interno dello strato radiato e lacunosum-
molecolare (considerati 2 strati da certi autori). 
Cellule piramidali 
Le cellule piramidali dell’ippocampo sono grandi e triangolari, oppure di forma ovoidale 
con un insieme di dendriti basilari che si estendono all’interno dello strato oriens e dendriti 
apicali che emergono da una o due branche prossimali e si estendono all’interno dello 
strato radiato e dello strato molecolare lacunoso.  I corpi sono “impacchettati” a varie 
densità nello strato piramidale dei vari sottocampi. Lo strato piramidale tende ad essere 
disperso negli umani, e nei roditori, specialmente nella CA1 (Duvernoy, 1988). L’assone 
delle cellule piramidali emerge generalmente dalla parte basilare del soma o 
immediatamente. In CA3 gli assoni si estendono per una vasta rete di collaterali locali 
verso i neuroni limitrofi, includendo le altre cellule piramidali (Miles e Wong 1986, 
Ishizuka et al., 1990). Nella zona CA1 le cellule piramidali mandano poche collaterali 
assonali ai neuroni limitrofi, perdipiù probabilmente interneuroni (Knowles and 
Schwartzkroin, 1981 a,b). Questi branche locali si aggiungono alle branche primarie 
assonali che si estendono verso gli obiettivi delle cellule piramidali trattate in precedenza. 
 
Interneuroni 
Oltre le cellule piramidali primarie è presente una ampia varietà di interneuroni. Questi 
interneuroni sono stati classificati in base alla forma, localizzazione, e neurofisiologia. Tra 
i tipi di interneuroni vengono incluse le cellule a canestro, localizzate vicino allo strato 
piramidale che inibisce le cellule tramite sinapsi assosomatica, interneuroni oriens /alveus, 
interneuroni dello strato lacunoso molecolare, cellule a candelabro, che inibiscono le 
cellule piramidali nel segmento iniziale dell’assone. 
 Giro Dentato 
Il giro dentato funziona come prima stazione in ingresso della via perforante, una delle 
maggiori vie che agiscono da input dell’ippocampo. Nel giro dentato, il soma dei neuroni 
principali, le cellule granulari, sono localizzate nello strato granulare e i loro dendriti si 
estendono circondando lo strato molecolare. L’ilo si trova all’interno delle lamine 
(superiore e inferiore) dello strato granulare (Chronister and White 195). Alcuni autori 
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descrivono una zona dell’ilo poliformica, che corrisponde più o meno alla zona CA4 
descritta da Lorente de Nó.  
L’ilo contiene una quantità di tipi neuronali, includendo le cellule muscoidi e le cellule 
piramidali a canestro. Questi neuroni sembrano essere generalmente inibitori, perlopiù 
contenenti GABA, e una quantità di altri neurotrasmettitori, inclusi somatostatina, VIP 
(polipeptide vasoattivo intestinale), sostanza P, encefaline, e colecistochinina (Tombol et al 
199, Ribak and Seress 1983, Somogy et al 1983 ab, Schlander and Frotscher 1986, Lacaille 
et al 198, Sloviter and Nilaver 198, Kawaguchi and Hama, 1988, Lacaille and 
Schwartzkroin 1988 ab, Miles 1990).  
Vie afferenti 
Gli input verso l’ippocampo consistono in vie provenienti da regioni corticali e 
subcorticali. L’ippocampo riceve input corticali dall’ippocampo controlaterale, fibre 
associative da altre regioni ippocampali ipsolaterali, giro dentato, subiculum, e corteccia 
entorinale. Queste fibre generalmente rilasciano aminoacidi eccitatori e alcune possono co-
rilasciare peptidi. Inoltre, il subiculum riceve input dalla corteccia prefrontale dorso 
laterale, mentre la corteccia entorinale riceve input da molte regioni incluse la corteccia 
orbitofrontale, temporale, paraippocampale, tratto bulbo olfattorio, amigdala, setto 
mediale, nucleo del rafe, talamo, e la regione CA3 dell’ippocampo (Chronister and White 
1975, Brodal 1981, Traud and Miles 1991). Va anche ricordato che queste regioni sono 
interconnesse le une alle altre. La fonte sottocorticale degli input verso l’ippocampo 
includono il setto, l’ipotalamo, il nucleo del rafe (Chronister and White 1975, Traud and 
Miles 1991). Questi input tendono ad avere sia un controllo modulatorio sulla attività 
ippocampale, da opposta a diretta. Gli input dal setto verso l’ippocampo contengono  
acetilcolina (Ach) e GABA, sebbene le fibre del locus coeruleus contengano noradrenalina 
e le fibre del nucleo del raphe contengano serotonina. Questi neurotrasmettitori tendono ad 
avere un effetto lento, più tonico, rispetto a quanto fanno gli aminoacidi eccitatori.  
La natura funzionale di queste afferenze ippocampali può essere divisa tra differenze 
corticali e sottocorticali. Gli input dalle varie regioni corticali provvedono alle 
informazioni sensoriali altamente preprocessate. Gli input modulatori subcorticali 
riguardano lo stato del background o la modalità dell’attività neurale ippocampale. 
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Vie intrinseche 
Le maggiori vie sinaptiche entro l’ippocampo possono essere divise  approssimativamente 
in circuti trasversali e lamellari, vie longitudinali, e circuiti locali.  
Vie lamellari trisinaptiche 
La maggiore via eccitatoria nell’ippocampo entra dalla corteccia entorinale tramite la via 
perforante attraverso la fessura ippocampale (che separa il giro dentato dall’ippocampo) 
verso le cellule granulari del giro dentato. Le cellule granulari mandano i loro assoni, le 
fibre muscoidi, alle cellule piramidali CA3. Una collaterale delle cellule piramidali CA3, la 
collaterale di Schaffer, si proietta verso le cellule piramidali CA1, le quali poi mandano 
una branca dei loro assoni indietro, verso la corteccia entorinale. Queste vie tendono a 
seguire la lamina trasversa dell’ippocampo (Andersen et al. 191; Andersen 195). Queste 
non sono comunque le uniche vie all’interno dell’ippocampo.  
Vie longitudinali  
C’è una crescente evidenza dell’importanza delle vie associazionali ipsolaterali entro 
l’ippocampo (Amaral and Witter, 1989). Primo, la via perforante dalla corteccia entorinale 
verso le cellule granulari si diffonde per almeno qualche millimetro lungo l’asse setto-
temporale dell’ippocampo. Secondo, certi neuroni nell’ilo mandano preferenzialmente per 
grandi distanze verso le cellule granulari (Hjort-Simonsen and Laurberg, 19, Lauberg and 
Sorensen 1981). Terzo, le cellule piramidali CA3 mandano estese collaterali associazionali 
alle cellule CA1 piramidali (Swanson et al 198, Amaral e Witter 1989, Ishizuka et al 
1990). Solo le fibre muscoidi sono organizzate in un modello strettamente lamellare. 
Circuiti locali 
Entro le subregione dell’ippocampo e del giro dentato, gli interneuroni e le cellule 
principali formano circuti sinaptici locali, che influenzano la funzione ippocampale in 
considerevoli modi. Le cellule granulari mandano lunghe collaterali a molti interneuroni, 
particolarmente le fibre muscoidi, nell’ilo che al loro volta creano contatti con altri 
interneuroni dell’ilo e cellule granulari (Hjort- Simonsen and Laurber, 19, Scharfman et al., 
1990). Le cellule piramidali CA3 hanno estese locali collateralizzazioni assonali ed 
eccitano le cellule CA3 limitrofe e interneuroni inibitori (Miles and Wong, 1986; Ishizuka 
et al., 1990; Miles, 1990). Gli interneuroni in CA3 inibiscono le cellule piramidali e gli 
altri interneuroni (Miles and Wong, 1984). Dentro la zona CA1, i neuroni piramidali 
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mandano collaterali assonali eccitatorie a diverse classi di interneuroniche inibiscono le 
cellule piramidali e gli altri interneuroni (Knowles and Schwartzkroin 1981 a,b; Lecaille et 
al 1987). 
Altre vie 
Ogni ippocampo manda fibre all’ippocampo controlaterale attraverso le commissure 
ventrali e dorsali. Le cellule piramidali in CA1 e CA3 mandano fibre nella regione 
omotopica controlaterale. In più, la zona CA3 manda fibre incrociate al CA1 opposto e 
CA3 manda fibre al dentato controlaterale. L’importanza della connessione commisurale 
nei primati è molto ridotto in confronto con le altre specie (Gottlieb and Cowan, 193 , 
Chronister and White , 195, Lieb et al., Demeter et al 1990). 
Inoltre le via perforante, una porzione della proiezione dalla corteccia entorinale verso 
l’ippocampo innerva CA1 e CA3 direttamente (Lorente de Nò, 1934, Doller and Weight, 
1982, Witter and Groenewegen, 1984, Yeckel and Berger 1990). Questa via è 
monosinaptica e parallela rispetto alla classica via trisinaptica dalla corteccia entorinale 
alle cellule granulari CA3 verso le CA1 ,descritte sopra.  
Vie efferenti  
Il maggiore output dall’ippocampo è formata dagli assoni che partono dalle cellule 
piramidali CA1. Queste proiettano al subiculum, corteccia entorinale, nucleo del setto 
laterale, bulbo olfattivo, nucleo accumbens amigdala e ipotalamo. Le proiezioni 
dall’ippocampo verso la corteccia entorinale e il subiculum forniscono vie indirette alle 
aree neocorticali temporale, sensoriale e associazionale, come all’amigdala talamo e corpi 
mamillari. L’area CA3 proietta al nucleo del setto laterale, includendo fibre piramidali e 
non piramidali. Le proiezioni settali delle cellule piramidali CA1 e CA3 sono 
particolarmente dense (Swanson et al 1987, Saunders et al 1988, Van Groen and Wyss 
1990, Traub and Miles 1991). 
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Obiettivi della tesi 
Lo stress è comunemente ritenuto un fattore rilevante per l’abuso di alcool e per lo 
sviluppo  della dipendenza da alcool. Molti studi infatti dimostrano una stretta relazione 
causale tra stress e dipendenza da alcool e suggeriscono che lo stress possa rappresentare 
un fattore di aumentata vulnerabilità al suo iniziale utilizzo , così come nel trattamento 
della dipendenza e nella recidiva. L’interazione fra stress e alcool potrebbe essere mediato, 
almeno in parte, da diversi sistemi di neurotrasmissione in discrete aree cerebrali così come 
da fattori endocrini come l’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA). Il modello di isolamento 
sociale nei roditori è un modello di stress cronico  in uso da diversi anni nel nostro 
laboratorio, mediante il quale è possibile valutare; l’interazione fra stress ed EtOH, così 
come il ruolo degli steroidi neuro attivi e le alterazioni sul sistema di neurotrasmissione 
mediato dal GABA, in principale neurotrasmettitore del SNC. L’isolamento sociale, in 
corrispondenza dello svezzamento degli animali, è una condizione che può indurre 
un’ampia varietà di alterazioni comportamentali, neurochimiche, ed ormonali che possono 
permanere anche in età adulta. Nei topi del ceppo C57 BL/6 J sottoposti a stress cronico 
mediante isolamento sociale per 6 settimane a partire dal PND21, abbiamo valutato, è 
l’attività motoria tramite motility meter. Mediante tecniche elettrofisiologiche, gli effetti 
dell’EtOH, somministrato in differenti modalità, sulla funzione delle sinapsi inibitorie 
GABAergiche in diverse popolazioni neuronali dell’ippocampo e del giro dentato. In 
particolare,  è stato valutato l’effetto della somministrazione acuta di EtOH sulle correnti 
postsinaptiche inibitorie GABAergiche spontanee sia potenziali d’azione dipendenti 
(sIPSCs) che indipendenti (mIPSCs). Tale effetto è stato valutato nei neuroni piramidali 
dell’area ippocampale CA1 e nei neuroni granulari del giro dentato. Sono state inoltre 
studiate le due componenti inibitorie, la componente fasica e quella tonica (solo nei 
neuroni del giro dentato). Abbiamo valutato inoltre l’effetto dell’isolamento sociale e 
dell’EtOH sull’eccitabilità neuronale e sulla induzione dell’LTP. 
Somministrazione cronica di EtOH tramite inalazione: dopo esposizione cronica di EtOH 
tramite inalazione di vapori, è stata valutata la variazione delle correnti post sinaptiche 
inibitorie spontanee potenziali d’azione dipendenti (sIPSCs) in cellule granulari del giro 
dentato dell’ippocampo e in cellule piramidali del nucleo centrale dell’ amigdala di topi di 
controllo e di topi sottoposti a 45 giorni di isolamento sociale. Successivamente al 
trattamento sono state studiate sia le caratteristiche basali delle sIPSC nei differenti gruppi 
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sperimentali sia l’effetto dell’agonista parziale THIP sulla corrente tonica registrata nei 
neuroni granulari del giro dentato dell’ippocampo.  
Inoltre al fine di valutare se in condizioni stressanti (isolamento sociale) vi sia un aumento 
del consumo di EtOH, abbiamo utilizzato il protocollo dell’isolamento sociale dei topi per 
45 giorni durante i quali gli animali erano liberi di assumere EtOH per due ore al giorno, a 
abbiamo valutato in cellule granulari di giro dentato la variazione sulla corrente fasica e 
tonica rispetto a topi di controllo. 
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Materiali e Metodi 
 
Animali 
I topi maschi e femmine utilizzati nei miei esperimenti appartengono al ceppo C75BL/6J, 
di età compresa tra 60-90 giorni, con peso corporeo di circa 22-29 gr. Dopo l’arrivo allo 
stabulario, i topi sono stati lasciati ambientare per almeno una settimana e quindi sono state 
costituite delle “famiglie” formate da due femmine ed un maschio, che non vengono mai 
separate. Gli animali sono stati mantenuti con un ciclo di luce-buio di 12 ore, alla 
temperatura di 22 ± 2°C e umidità del 65% costanti, con la disponibilità ad libitum di 
acqua e cibo. La cura ed il trattamento degli animali, durante tutte le procedure 
sperimentali, sono stati eseguiti in accordo con le Direttive del Consiglio della Comunità 
Europea del 24 novembre 1986 (86/609/EEC), ed i protocolli sperimentali sono stati 
approvati dal Comitato Etico per gli Animali dell’Università degli Studi di Cagliari. 
 
Isolamento sociale 
Gli animali da esperimento sono stati ottenuti dalle cucciolate nate nei nostri stabulari. Il 
protocollo sperimentale dell’isolamento sociale nei topi maschi C57BL/6J da me seguito 
prevedeva un trattamento della durata di sei settimane consecutive (Fig. 7.). 
Al giorno dello svezzamento (Post Natal Day 21th [PND21]), è stata eseguita la 
suddivisione degli animali in due gruppi sperimentali: 
a) Mantenuti in gruppi di 4-6 per gabbia (GROUP-HOUSED o GH); 
b) Mantenuti in isolamento in gabbie singole (ISOLATED o SI). 
Inoltre, in certi esperimenti, ciascuno di questi due gruppi è stato ulteriormente suddiviso in due 
ulteriori sottogruppi. 
Tra gli animali group-housed sono stati creati due gruppi sperimentali, di cui: 
1. Un gruppo beveva soltanto acqua (due bottiglie contenenti solo acqua); 
2. Un gruppo beveva acqua ed EtOH (scelta fra una bottiglia con acqua ed una con 15% 
EtOH). 
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Allo stesso modo, all’interno del gruppo di animali isolati sono stati creati due gruppi sperimentali, 
di cui: 
1. Un gruppo beveva soltanto acqua; (due bottiglie contenenti solo acqua); 
3. Un gruppo beveva acqua ed EtOH; (scelta fra una bottiglia con acqua ed una con 
15% EtOH). 
 
Questi quattro gruppi sperimentali sono stati così distinti al fine di valutare il consumo individuale 
e volontario di EtOH tra animali isolati e animali stabulati in gruppo, le eventuali differenze dei 
livelli della sua assunzione tra questi, nonché l’eventuale preferenza dei diversi gruppi di animali 
nei confronti dell’EtOH. 
Il paradigma sperimentale prevedeva l’esposizione degli animali all’EtOH per un tempo giornaliero 
di 2 ore, con inizio 30 mi prima della fase di buio e 1.5 h al buio, avendo cura di disporre gli 
animali group-housed di controllo in gabbie singole durante queste due ore per poter meglio 
valutare il loro consumo individuale di fluidi assunti in tale arco di tempo. Durante la prima 
settimana si è proceduto alla somministrazione di EtOH edulcorato con saccarosio (sucrose fading 
procedure), al fine di favorire nell’animale il consumo volontario di EtOH rispetto a quello 
dell’acqua. In questa prima settimana le quantità di saccarosio disciolte insieme all’EtOH sono 
state così ripartite: 
 
 EtOH Saccarosio 
Giorni 
1 - 2 
10% 5% 
Giorni 
3 - 4 
12.5% 5% 
Giorni 
5 - 6 
15% 5% 
Giorni 
7 - 8 
15% / 
 
 
Dalla seconda settimana invece, il trattamento è proseguito con la somministrazione di EtOH al 
15% disciolto esclusivamente in acqua. 
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In queste cinque settimane di trattamento gli animali sono quindi stati esposti ogni giorno per due 
ore al consumo volontario di EtOH, avendo la possibilità di scegliere tra due bottiglie diverse, una 
contenente EtOH e una contenente esclusivamente acqua. Le bottiglie di acqua ed EtOH venivano 
scambiate di posizione nella gabbia in modo da evitare il fenomeno di abituazione nell’animale nei 
confronti di una posizione particolare nella gabbia. 
In un’altra serie di esperimenti, i topi C57BL/6J socialmente isolati e quelli stabulati in gruppo 
durante gli ultimi 4 giorni della procedura dell’isolamento sociale sono stati esposti a vapori di 
EtOH tramite camere da inalazione (La Jolla Alcohol Research Inc., San Diego, CA) seguendo le 
procedure standard del consorzio INIA-Stress (NIAAA) per l’esposizione cronica all’EtOH tramite 
inalazione e testando la dipendenza in modo da ottenere concentrazioni stabili di sangue (BECs) di 
circa 150-180 mg/dl. 
I topi sono stati sottoposti ad un programma giornaliero che consisteva in una esposizione ai vapori 
di EtOH per 16 ore “on” seguite da 8 ore “off” (solo inalazione di aria), ripetuto per 4 giorni.  
Al fine di garantire che nella camera da inalazione la tensione di EtOH fosse costante, sono stati 
prelevati dei campioni di aria tramite una siringa da 60 ml, attraverso uno sportello nella camera 
superiore e analizzati subito tramite un EtOH-meter digitale. Le concentrazioni di EtOH sono state 
espresse come mg/litro di aria. All’inizio di ogni ciclo di esposizione, l’intossicazione con l’EtOH 
era preceduta da una somministrazione di 1.6 g/kg di EtOH (8% w/v) in associazione con un’ 
iniezione di pirazolo (1 mmol/kg) un inibitore della alcool deidrogenasi, in modo da bloccare il 
metabolismo dell’EtOH e raggiungere quindi valori ematici elevati. Tutte le iniezioni i.p. sono state 
eseguite in un volume di 0.02 ml/g di peso corporeo. Allo stesso tempo i topi di controllo (esposti 
alla sola aria) hanno ricevuto una iniezione di soluzione fisiologica al posto del pirazolo. In seguito, 
dopo il sacrificio dell’animale, sono stati raccolti dei campioni di sangue. 
La BEC è stata determinata allo spettrofotometro mediante la misurazione dell’assorbanza a 340 
nm, misurando la quantità di NAD ridotto in NADH prodotto dall’ossidazione dell’alcool. La 
BECs è stata espressa come mg/dl di sangue. 
 
Valutazione dell’attività motoria mediante utilizzo del Motility Meter 
Alla fine del periodo di isolamento, sia i topi stabulati in gruppo  (GH) che quelli  
socialmente isolati (SI), sono stati posizionati all’interno delle celle del motiliy meter,  e 
monitorati per 60 minuti. 
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L’attrezzatura del Motility Meter è costituita da una serie di gabbie collegate ad un 
computer che registra i diversi parametri relativi all’attività loco motoria spontanea.  
Nei box utilizzati (420 x 420 mm) si registrano gli spostamenti dell’animale nelle tre 
coordinate spaziali X, Y e Z tramite cellule ad infrarossi disposte in numero di 16 per 
ognuno dei tre assi.  
Complessivamente, sono stati registrati i seguenti parametri: 
•  attività generalizzata e relativo tempo 
•  attività orizzontale e relativo tempo 
•  attività verticale e relativo tempo 
•  tempo passato in immobilità 
•  distanza totale percorsa 
Quindi, come già accennato in precedenza gli animali sono posti singolarmente nelle 
gabbie e qui lasciati per un periodo stabilito (60 minuti) al termine dei quali i topi 
vengono riposti nelle gabbie di appartenenza e i box vengono puliti accuratamente prima 
dell’introduzione dei successivi animali. 
 
 
Preparazione delle fettine coronali di ippocampo 
Dopo anestesia tramite inalazione di cloroformio, l’animale viene sacrificato e l’encefalo viene 
rapidamente rimosso e immerso in una soluzione cerebrospinale artificiale ghiacciata (ACSF 
solution, contenente: NaCl 126 mM, KCl 3 mM, NaH2PO4 1.25 mM, NaHCO3 26 mM, glucosio 
10 mM, MgSO4 1 mM, CaCl2 2 mM, pH 7.3, saturata con 95% O2 / 5% CO2) per quanto riguarda 
gli esperimenti di registrazione dei potenziali di campo o in soluzione di taglio ghiacciata (Cutting 
Solution contenente: saccarosio 220 mM, KCl 2 mM, NaH2PO4 1.3 mM, NaHCO3 2.6 mM, 
glucosio 10 mM, MgSO4 12 mM, CaCl2 0.2 mM,  pH 7.3 saturato con 95% O2 / 5% CO2) per 
quanto riguarda gli esperimenti di patch-clamp. Per la preparazione di fettine di ippocampo, 
asportata la corteccia prefrontale e il cervelletto, l’encefalo viene posto nella camera di taglio di un 
vibratomo (Leica VT1200S) e immerso nella medesima soluzione di taglio costantemente 
ossigenata. Solitamente si ottengono, da ciascun encefalo, 3-4 fettine coronali di ippocampo dello 
spessore di circa 300-400 µm. 
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Le fettine vengono successivamente incubate nella soluzione cerebrospinale artificiale (ACSF) per 
45 minuti, a 34°C, e successivamente vengono incubate a temperatura ambiente per altri 30 minuti 
prima di effettuare la registrazione elettrofisiologica. 
  
Registrazione elettrofisiologica mediante la tecnica del patch-clamp in configurazione whole-cell 
Le fettine di ippocampo vengono trasferite in una camera di registrazione costantemente perfusa 
con ACSF ad una velocità di circa 2 ml/min a temperatura ambiente. Le registrazioni 
elettrofisiologiche di patch clamp in modalità whole-cell sono eseguite utilizzando un amplificatore 
Axopatch 200-B (Axon Instruments, Union City, CA) e un microscopio a raggi infrarossi collegato 
ad una telecamera a infrarossi. 
I microelettrodi per patch (capillari di borosilicato; Sutter Instruments, Novato, CA, con filamento 
interno; OD 1.5 µm), preparati in due step utilizzando un puller verticale (Sutter Instruments), 
hanno una resistenza di 4-6 MW quando riempiti con una soluzione interna contenente: CsCl 140 
mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 1 mM, EGTA 10 mM, HEPES 10 mM, ATP-Na2, pH 7.3 con CsOH 
5N. 
Una volta ottenuta la configurazione whole-cell, applicando una suzione all’estremità dell’elettrodo 
e lacerando il patch di membrana sottostante l’elettrodo, la resistenza d’accesso è di solito 
compresa tra 20-40 MΩ, e se questa varia durante l’esperimento di un valore superiore al 20% di 
quello iniziale, i dati di quella cellula vengono automaticamente scartati. 
Le correnti attraverso l’amplificatore del patch clamp sono filtrate a 2 kHz, digitalizzate a 5.5 kHz, 
e analizzate con il software pClamp 8.2 (Axon Instruments). Per l’analisi grafica e matematica di 
tutti i parametri delle correnti sono stati utilizzati due software: Clampfit (Axon Instruments) e 
Mini Analisis 5.4.17 (Synaptosoft, Decatur, GA). 
 
Analisi dell’attività spontanea. Le correnti postisinaptiche inibitorie spontanee (sIPSCs) 
Lo studio dell’attività spontanea e la sua analisi sono stati effettuati mediante l’utilizzo del 
programma “Minianalysis” (Synaptosoft), che permette l’identificazione dei picchi di corrente e 
l’analisi dei diversi parametri cinetici (ampiezza, area, rise time, decay time, frequenza). 
L’acquisizione dei dati è stata effettuata mediante l’uso del programma PClamp8.01 (Axon 
Instruments). I picchi visualizzati sono caratteristici per le correnti sinaptiche entranti (inward) di 
ioni positivi e uscenti (outward) di ioni negativi, per cui entrambe presentano dei picchi rivolti 
verso il basso. 
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I picchi reali si distinguono dai picchi generati dal rumore di background grazie al valore minimo 
(threshold) di area imposto. L’impostazione dei parametri del tempo permette l’identificazione dei 
picchi indipendentemente dalla loro forma. I paramentri impostati permettono di stabilire: 1) 
l’ampiezza minima, 2) l’area minima, 3) il numero di punti che permettono di stabilire il punto 
massimo del picco, 4) il valore di linea di base prima del picco, 5) il valore medio della linea di 
base, 6) il tempo di decadimento del picco. 
La sequenza delle operazioni che permette il rilevamento del picco è composta da diverse fasi: 1) la 
ricerca del valore massimo, 2) la ricerca della linea di base, 3) l’ampiezza è confrontata con il 
valore soglia imposto dai parametri, 4) il calcoolo della durata del picco, 5) il calcoolo del tempo di 
decadimento, 6) l’area è calcoolata e confrontata con il valore soglia imposto nei parametri. 
 
Analisi delle correnti Toniche  
La misura dell’attività tonica GABAergica è stata eseguita registrando da cellule granulari del giro 
dentato di ippocampo in assenza ed in presenza dell’agonista preferenziale dei recettori 
extrasinaptici THIP. Alla soluzione ACSF e` stato aggiunto acido kinurenico (3 mM) per bloccare 
le corrente ionotropiche glutammatergiche. Come si puo notare dalla figura 9, l’attività 
GABAergica è stata blolccata con l’uso di bicucullina (20-30 µM). Per valutare le modificazioni 
della corrente tonica abbiamo misurato la variazione del noise (rumore di fondo) e la variazione 
della holding current (linea di base) in condizione di controllo e in presenza dei farmaci. Questi due 
parametri sono degli indici di attivazione dei recettori GABAA  extrasinaptici. 
 
Registrazioni elettrofisiologiche extracellulari dei potenziali di campo 
Per le registrazioni extracellulari ho posizionato il microelettrodo di borosilicato di vetro 
(resistenza da 3 a 6 MΩ), riempito con una soluzione di NaCl (4 M), in corrispondenza dei dendriti 
dei neuroni piramidali della regione CA1. La stimolazione delle afferenze eccitatorie (collaterali di 
Shaffer provenienti dai dendriti dell’area CA3) viene effettuata usando un elettrodo stimolatore 
(solitamente un elettrodo bipolare concentrico) posizionato approssimativamente a 300 µm dal sito 
di registrazione.  
L’attivazione delle afferenze glutammatergiche ai neuroni piramidali CA1, mediante l’elettrodo 
stimolatore, genera dei potenziali di campo evocati e registrati attraverso l’elettrodo di 
registrazione. La stimolazione elettrica delle fibre afferenti determina il rilascio di glutammato che 
a sua volta induce l’attivazione di recettori AMPA e l’insorgenza di un fEPSP (field Exictatory 
Post Synaptic Potential); quest’ultimo è causato dalla depolarizzazione sincronizzata della 
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popolazione neuronale che si trova in prossimità dell’elettrodo registrante. Quando l’elettrodo 
registrante viene posizionato a livello dell’albero dendritico la risposta che viene registrata è 
direzionata verso il basso ed viene definita field potential (fEPSP) o appunto potenziale di campo. 
Questo tipo di attività elettrica ha una durata di circa 10-20 msec e un’ampiezza di circa 1 mV che 
solitamente corrisponde a circa il 50% della risposta massima ottenibile aumentando l’intensità di 
stimolazione. Tutte le registrazioni sono state effettuate usando un amplificatore Axoclamp 2B e 
poi sono state analizzate utilizzando il software pClampfit 8.01(Axon Instruments®). Per la 
valutazione della risposta sono stati misurati tramite un programma di analisi grafica, Clampfit 9.2, 
associato pClamp. I parametri misurati sono stati lo “slope”, rappresentante la pendenza della 
risposta, l’ampiezza, espressa in mV e l’area sottesa dalla traccia. Quest’ultimo parametro risulta 
vantaggioso e accurato quando, all’aumentare dell’intensità dei segnali presinaptici delle fibre 
afferenti si osserva un parallelo aumento dei population spikes, derivanti dalla comparsa di 
potenziali d’azione a livello del soma cellulare e segmento iniziale. La difficoltà nella precisa 
analisi e quantificazione dei population spikes mi ha indotto anche a valutare l’area sottesa dalla 
traccia, un parametro che dipende fortemente dalla comparsa di queste componenti nelle risposte 
postsinaptiche. 
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RISULTATI  
 
Effetto dell’isolamento sociale sull’attività locomotoria spontanea. 
Uno degli effetti comportamentali più caratteristici e riproducibili indotti dall’isolamento 
sociale nei roditori è un’alterazione del comportamento locomotorio e esploratorio 
spontaneo (Valzelli 1974). Per valutare se anche nelle nostre condizioni sperimentali 
l’isolamento sociale nei topi C57BL/6J si associasse a tali modifiche, è stata misurata 
l’attività locomotoria spontanea degli animali; la misurazione è stata effettuata 
sottoponendo gli animali al test del Motility Meter in campo aperto, un test di valutazione 
dell’attività motoria spontanea. I nostri risultati mostrano che l’isolamento sociale nei 
topi una riduzione dell’attività locomotoria rispetto agli animali mantenuti in gruppo 
(Fig-1). Infatti,  la distanza totale percorsa (Total distance, figura 1f), l’attività orizzontale 
(Horizontal activity, figura 1 a) e il tempo speso in movimento (Movement time, figura 
1d) risultano diminuiti in maniera significativa negli animali isolati rispetto agli animali 
group-housed; in accordo con questo dato, il tempo di inattività (Rest time figura 1g) 
risulta essere maggiore negli animali isolati rispetto agli animali group-housed.  
 
L’effetto dell’isolamento sociale sul consumo volontario di EtOH. 
 
Al fine di determinare se l’isolamento sociale potesse essere accompagnato da un 
aumentato consumo volontario di EtOH, abbiamo esposto i topi al libero accesso al 
consumo di EtOH per due ore giornaliere, durante tutto il periodo di isolamento di sei 
settimane. I dati relativi al consumo volontario di EtOH sono stati espressi misurando i 
grammi di EtOH o acqua consumati, per kg di peso corporeo, dagli animali dei due 
gruppi sperimentali (ISO e GH), nelle due ore giornaliere durante le quali gli animali 
erano esposti alla libera scelta fra EtOH (15%) e acqua da due differenti bottiglie (Figura 
2a). La figura 2a infatti riporta la media giornaliera del consumo di EtOH (15%), nelle 5 
successive settimane di isolamento, in comparazione con gli animali stabulati in gruppo; 
la preferenza del consumo di EtOH rispetto all’acqua è evidente già dalla seconda 
settimana, quando gli animali sono stati esposti per la prima volta ad una soluzione al 
15% di EtOH, ed si mantiene più o meno costante sino alla fine del periodo di 
isolamento.  
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Più in particolare, i valori medi giornalieri di consumo per ciascuno dei due gruppi 
sperimentali mostrano un consumo di EtOH superiore per gli animali isolati rispetto agli 
animali GH di quasi 1 g infatti i topi ISO hanno consumato in media durante le 5 
settimane 4.18 ± 0.12 g/kg per due ore, mentre gli animali di controllo hanno consumato 
in media 3.45 ± 0.07 g/kg (Fig. 2f). Se stimato in percentuale, questo aumento risulta 
essere superiore del 20% per gli animali isolati rispetto ai controlli, suggerendo quindi 
che l’isolamento sociale degli animali influisce positivamente sul consumo volontario di 
EtOH (Fig. 2f).  
Come atteso l’isolamento ha indotto anche un aumento della preferenza dell’EtOH 
rispetto all’acqua. Come già descritto in letteratura (Belknap et al., 1993; Phillips and 
Crabbe, 1991; Yoneyama et al., 2008), i topi C57BL/6J hanno una spontanea preferenza  
per l’EtOH (Fig. 2e), ma questo effetto è significativamente maggiore (p < 0.01) nei topi 
socialmente isolati rispetto agli animali GH (Fig. 2f). Questa evidenza è ulteriormente 
supportata dall’analisi statistica delle cinque settimane di trattamento in cui questa 
preferenza, calcolata per ogni gruppo sperimentale come rapporto acqua o EtOH 
consumati durante le due ore di esposizione giornaliera rispetto al fluido totale (water or 
EtOH intake vs. total fluid intake), risulta ancora più evidente (Fig. 2b).  
 
 
L’effetto dell’isolamento sociale sull’eccitabilità neuronale e induzione dell’LTP nella 
regione CA1 dell’ippocampo 
 
Studi precedenti hanno riportato che l’isolamento sociale nei roditori altera 
l’eccitabilità dei circuiti neuronali ippocampali (Bartesaghi, 2004), un effetto associato a 
deficit di memoria, così come ad una diminuita performance nel test water maze”di 
Morris (Bianchi et al., 2006; Lu et al., 2003). Al fine di valutare gli effetti dell’isolamento 
sociale nei topi C57BL/6J sulla eccitabilità ippocampale, abbiamo registrato i potenziali 
postsinaptici eccitatori di campo  (fEPSPs) nella regione CA1 sia nei topi stabulati in 
gruppo che nei topi isolati, stimolando con un elettrodo bipolare coassiale le fibre 
glutammatergiche di Schaffer. Le curve input/output hanno rivelato che il valore 
dell’intensità della stimolazione capace di evocare il 50% della risposta massima è 
risultato significativamente (p < 0.05) maggiore nei topi isolati (0.50 ± 0.04 mA, n = 7) 
rispetto agli animali stabulati in gruppo (0.38 ±0.03 mA, n = 6). Lo spostamento a destra 
della curva I/O ottenuta con la stimolazione delle fettine ippocampali di animali isolati 
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rispetto a quelle di animali group-housed, suggerisce quindi che l’isolamento determina 
una riduzione delle risposte eccitatorie a livello dell’ippocampo (Fig. 3a). 
Il fenomeno di potenziamento sinaptico a lungo termine (LTP) studiato nell’ippocampo 
di roditori è stato studiato in maniera estesa e si conoscono alcuni dei meccanismi 
molecolari che ne sono alla base (Peter V. Massey and Zafar I. Bashir,). Questo 
fenomeno può essere indotto in seguito ad una stimolazione ad alta frequenza (HFS), la 
quale promuove un massiccio rilascio di glutammato dalle fibre afferenti ed una 
conseguente attivazione dei recettori AMPA e NMDA postsinaptici. L’ingresso di calcio 
attraverso i recettori NMDA e attraverso l’apertura dei VGCCs (che si attivano durante 
intensa depolarizzazione) permette di indurre modificazioni a lungo termine dell’attività 
sinaptica. 
L’LTP è stato indotto nella regione CA1 tramite HFS che consiste di un singolo treno di 
100 stimoli a 250 Hz a livello delle fibre afferenti di Schaffer. 
 L’entità del potenziamento delle risposte postsinaptiche (LTP), calcolato dalla media 
dei valori degli slope degli fEPSP registrati dal minuto 50 al 60 dopo HFS, era 
significativamente (p< 0.01)  ridotto nei topi isolati rispetto ai topi di controllo.  
 
 
Effetto dell’EtOH sull’induzione di LTP in topi isolati e di controllo. 
Recenti evidenze hanno dimostrato che la perfusione delle fettine di ippocampo con 
EtOH in presenza di basse dosi di un neurosteroide come l’allopregnanolone aumentava 
drammaticamente gli effetti dell’EtOH stesso. Questo dato suggerisce che il sistema 
GABAergico riveste un ruolo fondamentale negli effetti combinati di EtOH e 
neurosteroidi nel controllo della plasticità sinaptica a livello di importanti aree cerebrali 
come l’ ippocampo (Morrisett et al., 1993; Izumi et al., 2007). Ora è chiaro che, diverse 
forme di plasticità neuronale, includendo il potenziamento a lungo termine (LTP), 
(Durand and Carlen,1984; Sinclair and Lo, 1986; Mulkeen et al., 1987; Swartzwelder et 
al., 1988; Blitzer et al., 1990) sviluppo neuronale (Streissguth et al., 1978; West et al., 
198 l), e l’induzione-espressione  di risposte epilettiformi (Grant et al., 1990; Morrisett et 
al.,1990; Cohen et al., 1991) sono state viste alterare dall’esposizione di EtOH.  Sulla 
base di queste evidenze sperimentali, abbiamo voluto valutare gli effetti di concentrazioni 
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relativamente basse di EtOH (40 mM) sull’induzione di LTP nella’area  CA1, e verificare 
se potessero esserci differenze nell’azione dell’EtOH sul controllo dell’eccitabilità e la 
plasticità sinaptica a livello dell’ippocampo in topi SI e GH. Dopo una perfusione di 
aCSF per 10 min , c’è stata la perfusione di EtOH 40 mM per 10 min, seguita da una 
stimolazione ad alta frequenza. Quindi abbiamo visto che nei successivi 60 min di 
registrazione, l’ EtOH 40 mM causa una diminuzione del valore di LTP sia nei topi GH 
che SI (Fig. 3b,c,d ). Il risultato dimostra però che l’effetto dell’EtOH è statisticamente 
significativo nei topi SI ma non in quelli GH di controllo. In accordo con precedenti 
lavori pubblicati dai nostri laboratori (Sanna et al 2004) la maggiore inibizione dell’LTP 
ad opera dell’EtOH osservato nei topi isolati potrebbe essere spiegato da un maggior 
effetto steroidogenico dell’EtOH al livello centrale negli animali sottoposti a SI. Infatti, 
questo aumento dell’azione neurosteroidogenica dell’EtOH negli animali isolati si 
traduceva in una maggiore azione modulatoria positiva  della neurotrasmissione 
GABAergica nelle cellule piramidali CA1. Il nostro dato quindi potrebbe essere spiegato 
con un maggiore aumento dell’attività inibitoria indotta dall’aumento di neurosteroidi 
sintetizzati in risposta alla perfusione di EtOH osservato nei SI rispetto agli animali di 
controllo. Questa ipotesi potrà essere testata in esperimenti futuri utilizzando la 
finasteride, un inibitore dell’enzima 5alfa-reduttasi, che converte il progesterone in 
neurosteroidi attivi sui recettori GABAA. 
 
Effetto acuto dell’EtOH sulle correnti fasiche e toniche nell’ippocampo di topi isolati e di 
controllo 
 
Durante una fase successiva abbiamo valutato le proprietà basali delle correnti spontanee 
GABAergiche e l’effetto della perfusione di EtOH (60 mM). In particolare, abbiamo 
analizzato le possibili variazioni dei parametri basali delle mIPSC nelle cellule piramidali 
CA1 dei topi isolati rispetto a quelli di controllo.  
I parametri che sono stati analizzati sono stati l’ampiezza delle correnti, , il decay time, la 
frequenza e l’area; questo è stato valutato sia per quanto riguarda i topi stabulati in 
gruppo, che i topi socialmente isolati. Dalla figura (Fig. 4a,b,c ) si può vedere come 
questi parametri non risultino variati in maniera statisticamente significativa tra i due 
gruppi sperimentali. 
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Quindi abbiamo valutato l’effetto della perfsione di EtOH (60 mM) per 30 minuti, e 
calcolato i diversi parametri in periodi di 10 minuti. Per quanto riguarda l’ampiezza delle 
correnti, non sono state riscontrate differenze significative tra i gruppi sperimentali, nel 
corso dei 30 minuti totali di applicazione del farmaco. Lo stesso dato è risultato per 
quanto riguarda il decay time, sia al 10° , che e al 20° e 30° minuto di applicazione 
dell’EtOH, così come avviene per la frequenza. Al contrario, l’area delle correnti 
GABAergiche risultava differente tra i due gruppi sperimentali, poiché mentre nei topi 
GH l’area è decresciuta nel corso dell’applicazione del farmaco nell’arco dei trenta 
minuti di perfusione, rispetto al periodo di controllo, mentre  nei topi SI c’è stato un 
aumento di questo parametro (Fig 4d). 
In seguito abbiamo valutato quale fosse l’effetto della perfusione in acuto di EtOH per 
30’ sulla corrente tonica. Quindi abbiamo valutato in cellule granulari di giro dentato 
come variasse la corrente tonica tra i due gruppi sperimentali, sempre con una 
applicazione di EtOH 60 mM per 30 minuti. Per quanto riguarda lo shift della holding 
current (µ) non ci sono state differenze significative tra i due gruppi sperimentali, per 
tutta la durata della somministrazione del farmaco. Lo stesso può essere ripetuto per 
quanto riguarda la noise variance (σ), calcolata sempre per i due gruppi. 
 
Effetto dell’inalazione di vapori di EtOH sulla corrente tonica GABAergica in topi 
C57BL/6J isolati e di controllo 
 
Abbiamo quindi esaminato successivamente le possibili variazioni della trasmissione 
GABAergica nelle cellule granulari di giro dentato (DG) usando fettine ippocampali 
ottenute da animali SI e GH esposti a vapori di EtOH o alla sola aria. Le cellule granulari 
del giro dentato sono caratterizzate da una consistente corrente tonica GABAergica 
mediata dai recettori extrasinaptici GABAA composti dalle subunità α4, βn, e δ (Nusser 
and Mody, 2002) e, in proporzione minore dai recettori extrasinaptici contenenti la 
subunità α5 (Glykys et al., 2008).  
Dopo una registrazione di circa tre minuti di baseline, le fettine sono state esposte 
all’agonista preferenziale THIP (3 µM): attraverso questa tecnica è stato possibile 
misurare e valutare le eventuali variazioni dei diversi parametri utilizzati per studiare le 
correnti toniche nei diversi gruppi sperimentali, in modo da potenziare la componente 
tonica e renderlo più facilmente misurabile (Brown et al., 2002; Drasbek and Jensen, 
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2006), che, perfuso per 6 minuti, genera un potenziamento della corrente tonica con un 
significativo aumento della noise variance e dello shift della baseline. 
L’esposizione, delle cellule granulari in fettine di topi stabulati in gruppo, al THIP ha 
aumentato la variazione del noise della corrente, e ha aumentato la holding current 
rispetto alla linea di base. La successiva applicazione di bicucullina (30 µM) ha bloccato 
tutte le correnti GABAergiche e ha ridotto sia la variazione del noise sia la holding 
current rispetto alla linea di base (Fig 5b-d). 
 In topi socialmente isolati che non sono stati esposti ai vapori di EtOH, 
l’applicazione di THIP ha indotto un significativo (p < 0.05) aumento del noise, ma non  
una modificazione in senso negativo della holding current, comparata agli animali 
stabulati in gruppo (Fig 5a ). I parametri della corrente tonica non sono aumentati in 
maniera significativa in animali stabulati in gruppo ed esposti ai vapori di  EtOH . In topi 
socialmente isolati esposti ai vapori di EtOH, l’effetto del THIP sia sul noise che sulla 
holding current non era statisticamente diverso in comparazione ai topi stabulati in 
gruppo che non sono stati esposti ai vapori di EtOH (5a- c). 
 
 
L’effetto del consumo volontario di EtOH nei topi SI e GH sulla corrente tonica e fasica 
nelle cellule granulari del giro dentato.  
 
Abbiamo quindi esaminato successivamente le possibili variazioni della trasmissione 
GABAergica nelle cellule granulari di giro dentato (DG) usando fettine ippocampali 
ottenute da animali SI e GH, che consumavano solo acqua, e da SI e GH che 
consumavano EtOH .  
Anche in questo caso dopo una registrazione di circa tre minuti di baseline, le fettine sono 
state esposte al THIP:  
L’esposizione, delle cellule granulari delle fettine dei topi stabulati in gruppo, al THIP ha 
aumentato la variazione del noise della corrente, e ha modificato in senso negativo la 
holding current rispetto alla linea di base. Ho quindi studiato la funzione dei recettori 
GABAA di tipo extrasinaptico che sono deputati a mediare le correnti toniche inibitorie 
nelle cellule granulari del giro dentato dell’ippocampo. La successiva applicazione di 
bicucullina (30 µM) ha bloccato tutte le correnti GABAergiche e ha ridotto sia la 
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variazione del noise e la holding current comparata alla linea di base (Fig 6b-d). In topi 
socialmente isolati che avevano a disposizione solo acqua l’applicazione di THIP ha 
indotto in un significativo (p < 0.05) aumento della variazione del noise e una grande 
modificazione in senso negativo della holding current, comparata agli animali stabulati in 
gruppo (Fig 6a ). I parametri della corrente tonica sono aumentati in maniera significativa 
in animali stabulati in gruppo, che hanno consumato EtOH. In topi socialmente isolati che 
hanno consumato EtOH, l’effetto del THIP sia sul noise che sulla holding, sebbene 
aumenti ancora,  non è stato statisticamente diverso in comparazione ai topi stabulati in 
gruppo che bevevano acqua (6a- c). 
L’analisi delle proprietà cinetiche delle correnti post sinaptiche inibitorie (IPSCs) 
registrate da IPSCs spontanei registrati in cellule granulari dai diversi gruppi sperimentali 
non ha rivelato differenze statisticamente significative nell’ampiezza e nel decay time 
(Fig. 7a, b,c) : al contrario, abbiamo trovato un significativo aumento (p < 0.05) (36%) 
nella frequenza sIPSCs (Fig. 7d), nei topi che si autosomministravano EtOH durante il 
periodo di isolamento, comparato ai topi stabulati in gruppo che venivano esposti soli 
all’acqua. 
I dati ottenuti mettono in evidenza un significativo effetto del consumo volontario di 
EtOH negli animali isolati nella frequenza delle sIPSC rispetto al valore dei controlli.  Al 
contrario, non ho rilevato variazioni statisticamente significative negli altri parametri 
cinetici (ampiezza, tempo di decadimento) delle sIPSC nelle cellule granulari dei diversi 
gruppi sperimentali. 
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Discussione 
 
Tra i diversi obiettivi di questo studio ci eravano riproposti di valutare se l’isolamento 
sociale successivo allo svezzamento nei topi C57BL/6J potesse rappresentare un utile 
modello di abuso di EtOH mediante il quale poter permettere di spiegare l’analisi dei 
meccanismi molecolari e neurochimici coinvolti nell’interazione tra stress ed EtOH. In 
accordo con i risultati di altri studi condotti sul ratto (Hall et al., 1998; Schenk et al., 
1990) e sui topi C57BL/6J (Advani et al., 2007; Lopez et al., 2010 ; Yanai and Ginsburg, 
1976) i nostri risultati hanno mostrato che i topi del medesimo ceppo esposti al protocollo 
di libera scelta di consumo di EtOH durante un isolamento di 6 settimane, hanno assunto 
volontariamente quantità maggiori di EtOH rispetto agli animali stabulati in gruppo e 
hanno mostrato un aumento della preferenza per l’EtOH rispetto all’acqua, comparata 
agli animali di controllo. L’aumento dell’autosomministrazione di EtOH che abbiamo 
riscontrato nei nostri studi, è stato apprezzabile già durante la seconda settimana di 
trattamento, quando i topi sono stati esposti alla scelta tra acqua e una soluzione al 15% 
di EtOH, suggerendo che questi giovani animali presentano un livello di stress, dovuto 
all’isolamento dai loro simili, che è sufficiente per aumentare la loro suscettibilità 
all’EtOH giàà nel primo periodo di isolamento. In linea con questa osservazione, lo stress 
neonatale indotto dalla “maternal separation”, di solito effettuata durante le prime due 
settimane di vita, induce un aumentato consumo di EtOH nel ratto adulto (Gustafsson and 
Nylander, 2006; Huot et al., 2001; Ploj et al., 2003; Roman et al., 2005) e nel topo (Cruz 
et al., 2008). D’altra parte, Lopez e collaboratori (Lopez et al., 2010) hanno dimostrato 
che se i topi sono stati mantenuti in isolamento durante la loro vita adulta, questi 
consumeranno quantità simili di EtOH rispetto agli animali che sono stati stabulati in 
gruppo. Complessivamente questi risultati suggeriscono che l’isolamento post-
svezzamento dei topi maschi C57BL/6J è un modello idoneo di eccessiva 
autosomministrazione di EtOH che è utile per studiare ulteriormente i meccanismi 
molecolari e neurochimici coinvolti nell’interazione tra stress nelle prime fasi della vita, e 
abuso di EtOH nella età adulta. 
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Alterazioni di un numero di risposte comportaementali, includendo l’attività 
locomotoria ed il comportamento esploratorio, causati dall’isolamento sociale sono stati 
estensivamente riportati in topi e ratti (Arndt et al., 2009;Fone and Porkess, 2008; 
Pietropaolo et al., 2008; Voikar et al., 2005). Nel nostro studio, topi socialementi isolati 
hanno mostrato una ridotta attività motoria, in un ambiente a loro nuovo, comparati agli 
animali stabulati in gruppo. I nostri risultati differiscono da quelli dove l’isolamento 
sociale nei topi provoca iperattività motoria (Pietropaolo et al., 2008). Comunque altri 
autori hanno riportato modifiche deboli o nulle in questa misura (Arndt et al., 2009; 
Voikar et al., 2005), mentre altri (Valzelli et al., 1974) hanno riportato una riduzione della 
attività motoria simile al nostro studio. Le ragioni di tale variabilità nei cambiamenti 
nell’attività motoria in risposta all’isolamento sociale non sono al momento conosciuti.  
Come osservato nel laboratorio della prof. ssa Serra, la concentrazione ippocampale 
di 3α,5α-TH PROG in topi socialmente isolati C57BL/6J è diminuita, sempre in accordo 
con gli studi precendenti, mostrando simili effetti nella corteccia cerebrale, e nel plasma 
sia in topi (Matsumoto et al., 1999) che ratti (Serra et al., 2000). Il libero accesso 
all’EtOH di entrambi i gruppi sperimentali dei topi, sia quelli stabulati in gruppo che 
quelli che sono stati isolati singolarmente tendono ad ridurre leggermente la 
concentrazione ippocampale di 3α,5α-TH PROG anche se questa differenza non è stata 
statisticamente rilevante. Quindi la nostra iniziale ipotesi che l’aumento di consumo di 
EtOH e la preferenza dell’EtOH potesse riportare i livelli stazionari di steroidi neuroattivi 
nell’ippocampo dei topi socialmente isolati ai livelli dei GH è stata smentita. Questo 
risultato è in accordo con un recente studio di un nostro gruppo, molto simile, effettuato 
però sui ratti, nel quale i livelli cerebrocorticali di 3α,5α-TH PROG sono rimasti 
diminuiti nei ratti socialmente isolati che hanno avuto libero accesso all’EtOH (Pisu et 
al., 2010). 
Tuttavia, nello stesso studio è stato dimostrato che il consumo volontario di EtOH ha 
abolito l’ipersensibilità degli animali socialmente isolati verso un nuovo stress acuto 
come dimostrato dall’attenuazione dell’aumento nelle concentrazioni cerebrocorticali di 
3α,5α-TH PROG indotto da foot shock stress(Pisu et al.,2010). 
 
 
L’analisi elettrofisiologica degli fEPSP registrati nella regione ippocampali CA1 dei 
topi socialmente isolati ha rivelato che l’isolamento sociale ha causato lo spostamento 
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verso destra della relazione I/O comparata agli animali stabulati in gruppo, suggerendo 
che l’isolamento è associato con una diminuita eccitabilità neuronale. I nostri dati sono in 
accordo con gli altri studi che mostrano cambiamenti simili nella regione CA1 nelle cavie 
(Bartesaghi, 2004). Una ridotta eccitabilità neuronale è in linea con i dati che mostrano 
un diminuito grado di LTP indotto da HFS nella regione CA1 degli animali socialmente 
isolati, trovato nella nostra ricerca così come in altri studi (Roberts and Green, 2003). 
D’altra parte, una ridotta eccitabilità neuronale e una diminuita plasticità sinaptica 
potrebbero essere rilevanti per il ridotto apprendimento e deficit  di memoria che sono 
stati riportati negli animali socialmente isolati, sia topi C57BL/6J (Voikar et al.,2005) sia 
ratti (Bianchi et al., 2006; Lu et al., 2003). 
In accordo con le precedenti osservazioni nel ratto (Pisu et al., 2010; Serra et al., 2006) lo 
stress indotto da isolamento sociale ha indotto alterazioni nell’espressione genica delle 
subunità che formano il recettore GABAA nell’ippocampo dei topi C57BL/6J, vale a dire 
ha aumentato l’espressione genica sia della subunità α4 e δ e ha diminuito l’espressione 
della subunità γ2 senza cambiamenti nella α1, come è stato visto nel laboratorio del prof. 
Follesa. 
 
La scoperta,  fondamentale di questo studio è stata che l’autosomministrazione di EtOH 
nei topi socialmente isolati blocca selettivamente l’aumento nella espressione genica 
della subunità α4 ma non della δ e della γ2 indotto da isolamento sociale. L’azione 
specifica dell’ EtOH sulla subunità α4 potrebbe essere correlata all’azione ansiolitica. In 
accordo con l’ipotesi della subunità α4 sia stata associata con un aumento dell’ansia, 
(Smith et al., 1998b) e la soppressione della sua espressione previene l’astinenza da 
steroidi endogeni (Smith et al., 1998a). Inoltre l’aumento dell’espressione genica della 
subunità α4 del  recettore GABAA indotta dall’astinenza indotta da EtOH potrebbe essere 
bloccata da sia il trattamento con diazepam, o con GHB , acido gamma idrossibutirrico, 
durante l’astinenza (Follesa et al., 2003). I risultati del nostro studio hanno anche 
mostrato che il consumo di EtOH ha indotto cambiamenti nella espressione del recettore 
GABAA nei topi stabulati in gruppo, in particolare riducendo l’abbondanza della 
subunità γ2 ippocampale e aumentando l’espressione della subunità δ. Questi effetti 
molecolari sono in accordo con l’espressione delle subunità del GABAAR sia nei livelli 
di mRNA, sia nei livelli di proteine nelle varie regioni cerebrali (Grobin et al., 2000). In 
accordo abbiamo precedentemente dimostrato che il trattamento cronico con l’EtOH nei 
neuroni ippocampali ha indotto un marcato aumento nell’espressione genetica della 
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subunità δ mentre c’è una diminuzione della espressione della subunità γ2 (Follesa et al., 
2005), senza influenzare l’abbondanza di α4 (Matthews et al., 1998), che è stata 
aumentata solo dopo astinenza da EtOH (Sanna et al., 2003). Quindi i nostri risultati 
hanno dimostrato che le bevute volontarie di EtOH nei topi socialmente isolati hanno 
un’influenza selettiva sulla subunità α4 e non può antagonizzare la up-regulation della 
subunità δ e la down-regulation della γ2, corentemente con l’osservazione che l’EtOH in 
cronico in sé porti all’up-regulation della subunità δ e alla down-regulation della subunità 
γ2 (Follesa et al., 2005; Sanna et al.,2003). 
I risultati hanno rivelato che in associazione con l’aumento dell’espressione della 
subunità α4 and δ nell’ippocampo dei topi isolati c’è un potenziamento nella 
modulazione sulla corrente tonica GABAergica indotta dell’agonista THIP, registrata 
nelle cellule garnulari di giro dentato. Tale effetto è coerente con le scoperte precedenti 
nel nostro laboratorio su ratti isolati (Serra et al., 2006), suggerendo ulteriormente che lo 
stress da isolamento sociale induce un potenziamento dell’espressione dei recettori 
GABAA responsabili della componente tonica dell’inibizione GABAergica in questa 
popolazione neuronale. Inoltre, abbiamo visto che l’autosomministrazione di EtOH 
sembra produrre un debole effetto sull’aumento di tale corrente tonica negli animali 
isolati. Infatti, in questi topi SI che consumavano EtOH, l’effetto del THIP sulle correnti 
toniche è risultato lievemente ridotto rispetto all’effetto dello stesso agonista misurato in 
cellule granulari di giro dentato di topo socialmente isolato che consumava solo acqua, e 
non era statisticamente significativo in confronto al gruppo di controllo dei topi stabulati 
in gruppo. Dato che il consumo volontario di EtOH nei topi socialmente isolati è in grado 
di prevenire l’aumento dell’espressione della subunità α4, ma non quello della δ, 
l’attuenazione  nella corrente tonica potrebbe essere dipendente dalla questo effetto 
regolatorio dell’EtOH dell’espressione della subunità α4. D’altra parte, il marcato 
aumento nella corrente tonica indotta dal THIP osservata nelle cellule granulari di giro 
dentato di topi stabulati in gruppo che si autosomministrano EtOH potrebbe essere 
collegato alla aumentata espressione della sola subunità delta, suggerendo ancora una 
volta che l’autosomministrazione volontaria di EtOH regola selettivamente l’espressione 
di entrambi i geni e la funzione dei recettori contenenti α4/δ. 
L’autosomministrazione volontaria di EtOH nei topi socialmente isolati si associa 
anche ad un selettivo aumento della frequenza delle sIPSCs mediate dai recettori 
GABAA sinaptici nelle cellule granulari di giro dentato, un effetto coerente con una 
aumentata probabilità di rilascio di GABA dalle afferenti. Un numero di studi effettuati in 
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diverse zone cerebrali hanno riportato in maniera consistente che l’applicazione di EtOH 
influisce sul rilascio presinaptico di GABA (Ariwodola and Weiner, 2004; Carta et al., 
2003; Roberto et al., 2003; Sanna et al., 2004), e osservazioni più recenti suggeriscono 
che questo effetto possa coinvolgere un aumento dei livelli di calcio all’interno dei 
terminali presinaptici derivante dai compartimenti intracellulari conseguente 
all’attivazione delle vie adenilato ciclasi/PKA- e PLC/PKC-dipendenti (Kelm et al., 
2008; Kelm et al, 2010). Nel nostro studio, inoltre le fettine ippocampali sono state 
perfuse in acuto con EtOH, ma contrariamente a quanto visto precedentemente non sono 
stati notati effetti sulla cinetica, quindi nessuna variazione tra i due gruppi sperimentali 
per quanto riguarda frequenza, decay time, ampiezza e area. A differenza a quanto 
riportato prima, sono stati valutate le mIPSCs in cellule piramidali di giro dentato. 
 
 
L’analisi della ampiezza e del decay time  costante, delle correnti post sinaptiche 
inibitorie fasiche spontanee (sIPSCs), registrate nelle cellule granulari di giro dentato non 
hanno rivelato alterazioni significative in risposta all’isolamento sociale o alla 
autosomministrazione di EtOH, nonostante la down-regulation dell’espressione della 
subunità γ2 in questa popolazione cellulare. Queste scoperte sono simili a quelle fatte in 
altri studi dove la downregulation dell’espressione della subunità γ2 durante il ciclo 
ovarico (Maguire et al., 2005) e durante la gravidanza (Maguire and Mody, 2008; Sanna 
et al., 2009) non sono stati accompagnati da cambiamenti nei parametri della cinetica 
delle correnti sinaptiche. In conclusione i risultati del nostro studio suggeriscono che 
l’assunzione volontaria di EtOH potrebbe esercitare la sua azione ansiolitica a livello 
molecolare grazie al blocco selettivo dell’espressione della subunità α4 del recettore 
GABAA , il quale è stato associato all’aumento degli stati d’ansia (Smith et al., 1998b). 
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Fig 1. Attività locomotoria spontanea in topi C57BL/6J SI e GH. L’attività motoria è stata 
valutata dopo un periodo di isolamento di sei settimane. I diversi parametri dell’attività 
motoria sono stati calcolati tramite bin di 5 minuti, per 60 minuti di seguito. I dati in grafico, 
riportano le medie ± S.E.M (n = 9 per gruppo) dei valori assoluti per quanto riguarda i diversi 
paramtri (1 a- h). Invece in grafico 1i riassume l’effetto dell’isolamento sociale sull’attività 
locomotoria, misurata nei primi 15 minuti. I dati sono espressi come media ± S.E.M. della 
percentuale vs i topi GH. P < 0.05 vs. animali GH. 
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Figura 2. Effetto dell’isolamento sociale suall’auto somministrazione volontaria di EtOH e 
preferenza. Il grafico mostra l’assunzione giornaliera di EtOH sia dei topi SI e GH, durante le 
5 settimane di esposizione alla soluzione di EtOH al 15%.  Preferenza dell’EtOH dei topi GH e 
SI; il grafico mostra la percentuale di EtOH autosomministrato settimana dopo settimana 
rispetto il totale del fluido consumato. Il grafico mostra la percentuale di acqua o EtOH rispetto 
al fluido totale consumato durante l’intero periodo di 5 settimane. *P < 0.05; **P < 0.01; *** P 
< 0.001 vs. GH (n= 22 per ogni gruppo di animali) 
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Figura 3. Effetto dell’isolamento sociale sull’eccitabilità ippocampale e  induzione dell’ LTP 
nei topi C57BL/6J. I potenziali di campo EPSPs (fEPSPs) sono stati registrati nella regione 
dendritica CA1 di fettine ippocampali ottenute da animali GH e SI. Relazione Input/out; le 
curve sono state costruite misurando lo slope dei fEPSP in risposta a una crescente intensità ( 
da 0 a 1.0 mA). I dati espressi sono la media ± S.E.M. della percentuale della risposta 
massima. LTP è stato indotto nella regione CA1 tramite HFS della collaterale di Schaffer. I 
dati rappresentano il cambiamento in percentuale nei valori dello slope indotto da HFS rispetto 
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la line adi base. Il grafico illustra la misura dell’ LTP calcolata dal cambiamento percentuale 
dello slope durante il periodo da 50 a 60 minuti dopo HFS. P < 0.01 vs. GH (n = 11 – 14). 
 
 
 
 
 
 
Fig 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AMPLITUDE
+
Et
O
H
 
 
10
'
+
Et
O
H
 
 
20
'
+
Et
O
H
 
 
30
'
+
Et
O
H
 
 
10
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
20
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
30
' 
is
o-30
-20
-10
0
%
 
vs
 
ct
rl
DECAY
+
Et
O
H
 
 
10
'
+
Et
O
H
 
 
20
'
+
Et
O
H
 
 
30
'
+
Et
O
H
 
 
10
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
20
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
30
' 
is
o
0
20
40
60
%
 
vs
 
CT
R
L
Figura 4a 
 
Figura 4b 
 
68 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FREQUENCY
+
Et
O
H
 
 
10
'
+
Et
O
H
 
 
20
'
+
Et
O
H
 
 
30
'
+
Et
O
H
 
 
10
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
20
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
30
' 
is
o
-20
0
20
40
%
 
vs
 
ct
rl
Figura 4d 
 
Figura 4c 
 
AREA
+
Et
O
H
 
 
10
'
+
Et
O
H
 
 
20
'
+
Et
O
H
 
 
30
'
+
Et
O
H
 
 
10
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
20
' 
is
o
+
Et
O
H
 
 
30
' 
is
o
-40
-20
0
20
40
60
%
 
vs
 
CT
R
L
69 
 
HOLDING CURRENT
M
U 
10
M
U 
20
M
U 
30
M
U 
10
 
is
o
M
U 
20
 
is
o
M
U 
30
 
is
o
-20
-15
-10
-5
0
pA
 
 
 
NOISE VARIANCE
si
gm
a
 
10
si
gm
a
 
20
si
gm
a
 
30
sig
m
a
 
10
 
is
o
sig
m
a
 
20
 
is
o
sig
m
a
 
30
 
is
o
-40
-15
%
 
vs
 
ct
rl
 
Figura 4. Effetto della somministrazione in acuto di EtOH per 30’ sulle correnti fasiche GABAergiche 
in cellule piramidali CA1 di topi GH e SI. I grafici riassumono i cambiamenti nell’ampiezza, , del decay 
time,  della frequenza, e dell’area. Tutte le registrazioni sono state effettuare in presenza di acido 
kynurenico (3 mM) per bloccare le correnti Glutamatergiche. I dati sono espressi come medie ±S.E.M.. 
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*P < 0.05 vs. GH (ANOVA seguito da test di Scheffe). Non si evidenziano differenze sostanziali tra i 
due gruppi, per quanto riguarda loshift della baseline e la noise variance. 
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Figura 5. Effetto dell’assunzione forzata di EtOH tramite gabbie da inalazione sulla corrente 
tonica GABAergica registrata in cellule granulari di giro dentato da topi GH e SI. Tutte le 
registrazioni sono state eseguite in presenza di acido kynurenico (3 mM) per bloccare le 
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correnti glutamatergiche.I grafici riassumono i cambiamenti nella noise variance, e nella 
holding current, indotte da un’applicazione di THIP. I dati mostrati sono medie ± S.E.M.. *P < 
0.05 vs. GH (ANOVA followed by Scheffe's test). 
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Figura 6 Effetto del consumo volontario di EtOH sulla corrente tonica GABAergica registrata in cellule 
granulari di giro dentato da topi GH e SI. Tutte le registrazioni sono state eseguite in presenza di acido 
kynurenico (3 mM) per bloccare le correnti glutamatergiche.I grafici riassumono i cambiamenti nella 
noise variance, e nella holding current, indotte da un’applicazione di THIP. I dati mostrati sono medie ± 
S.E.M.. *P < 0.05 vs. GH (ANOVA followed by Scheffe's test). 
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Figura 7. Effetto dell’autosomministrazione volontaria di EtOH sulle correnti fasiche 
GABAergiche in cellule granulari di giro dentato di topi GH e SI. I grafici riassumono i 
cambiamenti nell’ampiezza, del rise time, del decay time, e della frequenza. Tutte le 
registrazioni sono state effettuare in presenza di acido kynurenico (3 mM) per bloccare le 
correnti Glutamatergiche. I dati sono espressi come medie S.E.M. da 26 ai 31 neuroni. *P < 
0.05 vs. GH (ANOVA seguito da test di Scheffe) 
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